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1 Johdanto 
 
Lääkeaineiden farmakokinetiikan tunteminen on merkittävä tekijä sekä lääkeaineiden 
kehittämisvaiheessa että onnistuneen lääkehoidon toteuttamisessa. Kun lääkeaineen 
farmakokinetiikka ja siihen vaikuttavat tekijät tunnetaan, voidaan varautua ja 
ennaltaehkäistä mahdollisia lääke-lääke interaktioita. Mahdollisia farmakokineettisiä 
interaktioita voivat olla esimerkiksi metaboloivien entsyymien induktio tai 
transporttereiden inhibitio. Transportterit ovat erilaisten kudosten solukalvoille 
lokalisoituneita proteiineja, jotka vastaavat erilaisten aineiden aktiivisesta kuljetuksesta 
solun sisälle tai sieltä ulos. Transporttereilla on suuri merkitys suun kautta annosteltavien 
lääkkeiden imeytymisessä ja ensikierron metaboliassa (Shugarts ja Benet 2009). Riippuen 
niiden toimintamekanismista ja sijoittumisesta suolen solukalvolla, ne voivat lisätä tai 
vähentää substraattiensa imeytymistä. Maksassa transportterit säätelevät substraattiensa 
soluunpääsyä ja sappeen erittymistä, jolloin vaikutukset kohdistuvat biologiseen 
hyötyosuuteen ja hepaattiseen puhdistumaan. Esimerkkinä transporttereiden 
merkityksestä lääkehoidossa on niiden mahdollinen inhibitio: transporttereiden toiminta 
saattaa estyä erilaisten yhdisteiden vuoksi, jolloin substraattien farmakokinetiikka ja 
systeeminen altistus saattaa muuttua merkittävästi. Tällöin on vaarana yliannostus tai 
liian vähäinen altistus tehon kannalta, riippuen lääkeaineesta ja transportterista. 
Multilääkeresistentti proteiini 1 (engl. MDR1, p-glykoproteiini, ABCB1) on suolen 
kuljetinproteiineista yksi merkittävimmistä lääkeaineiden imeytymisen kannalta, koska 
sen substraattikirjo on niin laaja (Zhou 2008). Monet yhdisteet voivat myös estää 
MDR1:n toimintaa. MDR1:n inhibiittoreina saattaa toimia muut lääkeaineet, mutta myös 
esimerkiksi luonnossa esiintyvät yhdisteet (Abdallah ym. 2015). Transporttereiden ja 
erilaisten yhdisteiden välisten vuorovaikutusten tutkiminen on siis tärkeä 
farmakokinetiikan ja biofarmasian osa-alue.  
 
Lääkkeiden aiheuttamat transporttereiden interaktiot vievät usein suurimman huomion, 
mutta on tärkeää tutkia myös luonnonaineiden ja ruuassa esiintyvien yhdisteiden kykyä 
aiheuttaa interaktioita. MDR1:n inhibiittoreita ei ole aiemmin etsitty ruuan lisäaineiden 
joukosta, mutta lääkeaineet pois lukien joistain yksittäisistä luonnonaineryhmistä löytyy 
julkaisuja. Esimerkiksi vihreän teen sisältämien katekiinien ja punaviinissä esiintyvän 
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resveratrolin on havaittu estävät MDR1:n toimintaa in vitro solukokeissa (Jodoin ym. 
2002). Luonnonaineita esiintyy runsaasti monissa ruoka-aineissa, joten potilaan 
ruokavalio saattaa vaikuttaa suolistossa oleviin MDR1-transporttereihin ja sitä kautta 
lääkehoitoihin.  
 
Transportterereiden ja eri yhdisteiden välisiä vuorovaikutuksia voidaan tutkia useilla 
menetelmillä, joilla on erilaisia vahvuuksia ja heikkouksia. Koska tutkimustulokset 
saattavat vaihdella huomattavasti eri laboratorioiden välillä, on tutkimusmenetelmä ensin 
optimoitava ja validoitava ennen varsinaisia tutkimuksia. Tämän Pro gradu tutkielman 
tarkoituksena oli optimoida ja validoida MDR1-vesikkeleillä tehtävä in vitro 
kulkeutumiskoe MDR1:n inhibition tutkimiseksi. 
 
 
2 MDR1  
 
2.1 MDR1:n rakenne ja toiminta 
 
2.1.1 MDR1:n merkitys lääkkeiden imeytymisen kannalta suolistossa 
 
MDR1 kuuluu adenosiinitrifosfaattia (ATP) sitovien trasporttereiden perheeseen (ATP-
binding cassette), jota koodaa ABCB1/MDR1 geeni. Se on kuljettajaproteiini, joka toimii 
ATP:sta saatavalla energialla ja kuljettaa monia yhdisteitä soluista ulos, esimerkiksi 
endosyyteistä takaisin suolen luumeniin. MDR1:tä esiintyy myös muualla elimistössä, 
esimerkiksi veri-aivoesteessä, jossa se estää monien aineiden imeytymistä aivoihin  
(Löscher ja Potschka 2005). MDR1:n sijainti enterosyyttien apikaalipuolen solukalvolla 
(Thiebaut ym. 1987) ja sen substraateille ominainen rasvaliukoisuus tekee siitä 
merkittävän tekijän transsellulaarisen imeytymisen estäjänä. Solukalvon läpi passiivisella 
diffuusiolla tai aktiivisella kuljetuksella soluun kulkeutuvat MDR1:n substraatit 
kuljetetaan takaisin suolen luumeniin tai solukalvon ulompaan osaan MDR1:n kanssa 
reagoidessaan. MDR1 ei esiinny suolistossa tasaisesti  (Fojo ym. 1987; Stephens ym. 
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2002b). Vähiten MDR1:tä koodaavaa mRNA:ta löytyi vatsalaukusta, ja sen määrä kasvoi 
kuusinkertaiseksi fluoresenssiyksiköissä mitattuna paksusuolta kohti mentäessä. Tästä 
päätellen MDR1:n merkitys lääkeaineen imeytymiseen riippuu paljon myös siitä, missä 
kohtaa suolistoa lääkeaine imeytyy tai mihin osaan suolistoa se annostellaan. 
 
Lääkityksen kannalta MDR1 on siis sen substraattien imeytymistä estävä tekijä. Jotta 
voidaan saavuttaa terapeuttinen lääkeainepitoisuus veressä, substraatin annostusta on 
pidettävä korkeammalla verrattuna tilanteeseen, jossa MDR1 ei rajoita substraatin 
imeytymistä. Plasmapitoisuus on alttiina vaihteluille mikäli transportterin toiminnassa 
esiintyy inhibitiota tai induktiota. Lääkehoito ilman transporttereita ja muita muuttuvia 
tekijöitä on turvallisempaa ja ennustettavampaa.  
 
2.1.2 MDR1:n rakenne 
 
Ihmisen MDR1:n tarkkaa rakennetta ei ole vielä täysin selvitetty, mutta hiiren MDR1:n 
rakennetta on tutkittu enemmän (Esser ym. 2017) ja sen kiderakenne on saatu selvitettyä 
(Aller ym. 2009). Hiiren MDR1:n geeni on 87 %:sti identtinen ihmisen MDR1:n geenin 
kanssa. Atomitason rakenteesta ei olla täysin varmoja ja siitä liikkuu useita teorioita ja 
malleja. Yleisesti hyväksytty MDR1:n topologinen rakenne koostuu kahdesta lähes 
identtisestä puolikkaasta, jotka ovat kiinnittyneinä toisiinsa proteiinikinaasi C:n avulla 
fosforyloidulla varauksellisella kiinnitysosalla (Higgins ym. 1997; Zhou 2008). 
Molemmissa puoliskoissa on solun sisäpuolella hydrofiilinen nukleotidejä sitova osa 
(NBD, nucleotide binding domain) ja hydrofobinen solukalvon läpäisevä osa (TMD, 
transmembrane domain). Kumpikin TMD koostuu kuudesta solukalvon läpäisevästä 
hydrofobisesta alfa-kierteestä ja niiden väleissä olevista hydrofiilisistä β-laskoksista. 
NBD:t koostuvat sekä Walker A ja B osista että C-osasta, jonka rakenne erottaa ABC-
transportterit (ATP-binding cassette transporters) toisistaan. NBD:t ovat erillään 
toisistaan muodostaen solun sisäpuolelle aukeavan rakenteen. Muutamissa tutkimuksissa 
on raportoitu yleisesti hyväksytystä mallista poikkeavia MDR1:n topologisia rakenteita, 
mutta Higginsin (1997) työryhmän mukaan tutkimusasetelmissa (Skach ja Lingappa 
1994; Zhang ja Ling 1991) oli ongelmia, jotka vähentävät tulosten luotettavuutta. 
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Kuva 1. Hiiren MDR1:n kiderakenne kuvattuna edestä (A) ja takaa (B). N-terminaalinen 
osa on värjätty keltaisella, ja C-terminaalinen osa sinisellä. Katkoviivat kuvastavat 
solukalvoa. Transmembraanikierteet (TM) on numeroitu numeroilla 1-12 ja nukleotidejä 
sitovat domeenit (NBD) numeroilla 1-2 (Aller ym. 2009). 
 
 
 
 
Kuva 2. MDR1:n ehdotettu rakenne solukalvolla. Harmaalla värjätyt osat ovat 
hydrofobisia alueita. Mukailtu (Zhou 2008). 
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MDR1:n sitoutumistasku sijaitsee 12 transmembraanikierteen välissä solukalvon 
alemmalla puoliskolla (Aller ym. 2009). Substraatit pääsevät sitoutumispaikalle joko 
transmembraanikierteiden väleissä olevien kahden aukon läpi tai sytosolin puolelle 
avautuvan rakenteen läpi. Transmembraanikierteiden aukot ovat molemmin puolin 
transportteria sekä TM4:n ja TM6:n että TM10:n ja TM12:a välissä solukalvon 
sisemmällä puoliskolla. Monet artikkelit ehdottavat substraattien pääsevän 
sitoutumispaikalle ainoastaan solukalvon sisältä, mutta joidenkin artikkelien tulokset ja 
pohdinnat (Aller ym. 2009; Altenberg ym. 1994; Hooiveld ym. 2002) viittaavat 
kuljetukseen myös sytosolin kautta. Sitoutumistaskun tilavuus on suunnilleen 6000 
neliöångströmiä (Å3) ja siihen voi sitoutua kaksi substraattia samanaikaisesti  (Loo ym. 
2003). MDR1:llä on raportoitu olevan useita substraattien sitoutumispaikkoja, mutta 
täysin tarkkaa tietoa ei ole vielä saatavilla. Martinin (2000) ja hänen työryhmänsä 
radioliganditutkimuksen mukaan MDR1:llä olisi ainakin neljä sitoutumispaikkaa, joista 
kolme sitoo substraatteja kuljetusta varten, kun taas yksi sitoutumispaikka on MDR1:n 
modulaattoreille kuljetuksen säätelyä varten. Tutkimuksessa kaikki neljä 
sitoutumispaikkaa olivat allosteerisessa säätelyssä keskenään, eli yhteen paikkaan 
sitoutuminen muutti substraattien sitoutumista toisiin paikkoihin. Toisessa tutkimuksessa 
havaittiin seitsämän eri sitoutumispaikkaa, jotka toimivat keskenään substraatin 
sitoutumista lisäävästi tai vähentävästi (Safa 2004). Lisäksi substraatti voi sitoutua 
useisiin eri sitoutumispaikkoihin, jos pääsy ensisijaiseen paikkaan on estynyt (Chufan 
ym. 2013).  
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Kuva 3.  MDR1:n seitsemän ehdotettua substraatin sitoutumispaikkaa. Nuolet kuvastavat 
sitoutumispaikkojen positiivista (+) tai negatiivista (-) vaikutusta toisten 
sitoutumispaikkojen toimintaan. Sitoutumispaikat ovat: (1) vinblastiinin (VBL), 
verapamiilin (VP) ja siklosporiini A:n (CsA) sitoutumispaikka, (2) paklitakselin 
sitoutumispaikka (TAX), (3) sitoutumispaikka dihydropyridiinirakeinteisille (DHP) 
kalsiumkanavasalpaajille, (4) sitoutumispaikka kalsiumkanavasalpaaja bepridiilille (BP), 
ja megestroliasetaatille (MA), (5) prenylamiinin sitoutumispaikka, (6) flupentiksolin 
(flup) sitoutumispaikka ja (7) Hoechst 33342:n sitoutumispaikka. Mukailtu (Safa 2004). 
 
2.1.3 MDR1:n kuljetusmekanismi 
 
Kuten rakenteesta, myöskään MDR1:n tarkasta kuljetusmekanismista ei olla yksimielisiä. 
MDR1:n kuljetusmekanismia on muun muassa kuvailtu hydrofobiseksi imuriksi  (Raviv 
ym. 1990). Kuljetusmekanismi alkaa substraatin kiinnittymisellä sitoutumistaskuun, 
mikä stimuloi ATP:n sitoutumista NBD:ihin (Aller ym. 2009; Kuva 4). ATP:n 
sitoutuminen kumpaankin sitoutumispaikkaan liittää NBD:t yhteen ja muokkaa koko 
transportterin konformaatiota solusta ulospäin aukeavaksi siten, että substraatti pääsee 
kulkeutumaan sitoutumispaikalta solun ulkopuolelle  (Rosenberg ym. 2001). Substraatin 
irtoaminen sitoutumispaikasta johtuu sitoutumispaikan konformaation muutoksesta ja 
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substraatin affiniteetin vähenemisestä sitoutumispaikkaan. MDR1:n konformaatio 
muuttuu takaisin ATP:n hydrolysoituessa ADP:ksi ja inorgaaniseksi fosfaatiksi (Pi) 
adenosiinifosfataasientsyymin katalysoimana (ATPaasi). Toisaalta, Varadi (2002) 
tutkimusryhmineen esittivät, että yhden ATP-molekyylin hydrolyysi aiheuttaa substraatin 
kuljetukseen johtavan konformaatiomuutoksen ja toisen ATP-molekyylin hydrolyysi 
konformaation palautumisen alkuperäiseen muotoonsa. ATP:n sitoutuminen 
yhtäaikaisesti kumpaankin NBD:iin on transportterin toiminnan kannalta välttämätöntä  
(Hrycyna ym. 1999; Loo ja Clarke 1995), mutta ATP:n hydrolyysiä voi tapahtua vain 
yhdessä NBD:ssä kerrallaan  (Hrycyna ym. 1998). On myös esitetty, että MDR1 voi 
toimia flippaasi-mekanismilla (Higgins ja Gottesman 1992; Sharom 2008). 
Mekanismissa substraatti kiinnittyy sen sitoutumispaikalle solukalvon alaosaan ja siirtyy 
konformaatiomuutoksen jälkeen MDR1:n avaamaa reittiä pitkin kohti solun ulkopuolista 
tilaa, kuten tavallisessa kuljetuksessa. Substraatti saattaa kuitenkin jakautua kesken 
kuljetuksen solukalvon yläosaan, josta se voi kulkeutua solun ulkopuolelle tai takaisin 
sitoutumispaikalle. Tästä voi päätellä, että eri aineilla on eriasteisia affiniteetteja 
solukalvon osiin (Sharom 2008). MDR1 toimii flippaasina myös useille lipideille siirtäen 
niitä solukalvon sytosolin puoleisesta osasta ekstrasellulaaritilan puoleiseen osaan  
(Eckford ja Sharom 2006). Näin ollen solukalvon lipidit osallistuvat MDR1:n toiminnan 
säätelyyn. 
  
Kuva 4. MDR1:n substraatin kuljetusmekanismi solukalvon sisäosasta 
solunulkopuoliseen tilaan. Vaaleanpunaisella merkitty substraatti kulkeutuu solukalvon 
sisäpuolelta sitoutumispaikkaan membraanin alapuolisessa osassa, jolloin keltaisella 
merkityt ATP:t sitoutuvat NBD:hin (A). NBD:t dimerisoituvat ja transportterin 
konformaation muuttuu solusta ulospäin aukeavaksi, jolloin substraatti pääsee 
vapautumaan solun ulkopuoliseen tilaan (B) (Aller ym. 2009). 
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Kuva 5. MDR1:n kaksi kuljetusmallia: hydrofobinen imurimalli ja flippaasimalli. 
Mukailtu (Sharom 2014). 
 
Substraattien ominaisuuksien lisäksi myös solukalvon koostumuksella ja sen lipideillä on 
suuri merkitys MDR1:n toimintaan (Sharom 2008). Jos MDR1 eristetään solukalvosta, 
sen toiminta estyy lähes kokonaan, mutta toiminta voidaan palauttaa lisäämällä lipidejä 
(Callaghan ym. 1997). Kolesterolin vaikutusta MDR1:n toimintaan on tutkittu paljon, 
mutta tarkkaa tietoa sen vaikutusmekanismeista ei vielä ole saatu (Sharom 2014). 
Kolesterolin on havaittu lisäävän MDR1:n kautta tapahtuvaa aktiivista kuljetusta, 
luultavasti muokkaamalla solukalvon ympäristöä ja substraatin jakautumista solukalvoon  
(Eckford ja Sharom 2008).  Transportterien inhibitiota tutkittaessa on hyödyllistä, että 
maksimikuljetuksen määrä on suuri, koska silloin saadaan paremmin havaittua eri 
inhibition asteet. Tämän takia vesikkelitutkimuksissa vesikkeleihin lisätään usein 
kolesterolia ATP-riippuvaisen kuljetuksen määrän suurentamiseksi  (Heredi-Szabo ym. 
2013). Solukalvoilta on löydetty lipidilauttoja, joissa pienelle alueelle on tiivistynyt 
paljon kolesterolia ja asyyliketjuisia sfingolipidejä, jotka muokkaavat solukalvon 
ominaisuuksia ja MDR1:n toimintaa tehokkaampaan suuntaan (Orlowski ym. 2006). On 
esitetty, että MDR1:n lokalisaatio solukalvolla olisi lipidilauttojen keskellä. Näiden 
lipidilauttojen merkitystä MDR1:n toimintaan ei tunneta vielä täysin, mutta se on 
tutkimusten alla parhaillaan. 
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2.1.4 MDR1:n inhibition mekanismi 
 
MDR1:n inhibition mekanismit perustuvat MDR1:n rakenteeseen ja sen 
toimintamekanismiin. Substraattien kiinnittyminen sitoutumispaikkaan voi estyä toisen 
aineen vaikutuksesta kilpailevasti, ei-kilpailevasti tai allosteerisesti (Amin 2013). 
Kilpailevassa estossa inhibiittori kilpailee substraatin kanssa sitoutumispaikasta 
vähentäen substraatin kuljetusta. Esimerkkinä siklosporiini ja verapamiili, jotka 
kilpailevat samaan aktiviseen kohtaan sitoutumisesta (Litman ym. 1997). Ei-kilpailevassa 
estossa inhibiittori sitoutuu muualle kuin substraatin sitoutumispaikkaan estäen 
transportterin konformaation muutoksen ja substraatin kuljetuksen. Ei-kilpaileva esto ei 
kuitenkaan estä substraatin sitoutumista. Allosteerisessa inhibitiossa inhibiittori sitoutuu 
muualle kuin substraatin situtumispaikkaan josta seuraa joko substraatin 
sitoutumispaikan steerinen esto tai konformaation muutos, jolloin substraatti ei pääse 
kiinnittymään sitoutumispaikalleen. MDR1:n toimintaa voidaan estää inhiboimalla 
ATP:n hydrolyysiä, jolloin MDR1:n konformaatio ei pääse palautumaan. Yhden 
NBD:ssa sijaitsevan hydrolyysipaikan esto riittää inhiboimaan koko MDR1:n toiminnan 
(Urbatsch ym. 1995). Myös solukalvon ominaisuuksien muutos saattaa aiheuttaa 
MDR1:n toiminnan heikkenemistä, esimerkiksi bentsyylialkoholin aiheuttama kalvon 
nestemäisyyden kasvu heikensi substraattien kulkeutumista MDR1:n kautta (Drori ym. 
1995).  
 
2.2 MDR1:n substraatit ja inhibiittorit 
 
2.2.1 Substraatit 
 
MDR1 kykenee kuljettamaan useita erilaisia substraatteja, jotka eroavat rakenteellisesti 
hyvin paljon toisistaan. Yleensä MDR1:n substraatit ovat rasvaliukoisia ja kationisia 
yhdisteitä (International Transporter Consortium ym. 2010), joiden molekyylikoko 
vaihtelee 300-4000 Daltonin välillä (Miller ym. 2008). Rakenteellisesti substraatit voivat 
olla niin pienmolekyylejä kuin hiilihydraatteja, aminohappoja ja jopa joitain 
makromolekyylejä, kuten proteiineja. Lääkehoidon näkökulmasta on tärkeää tietää mitkä 
lääkeaineet ovat MDR1:n substraatteja. Taulukosta 1 voidaan huomata, että MDR1:n 
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substraatteja on useissa terapiaryhmissä, kuten syöpälääkkeissä, kalsiumkanavan 
salpaajissa, HIV-lääkkeissä ja pääasiassa keskushermostoon vaikuttavissa lääkkeissä. 
Varsinkin syöpälääkkeiden ja MDR1:n vuorovaikutusta on tutkittu paljon, sillä MDR1-
transportteri on hyvin merkittävässä roolissa syövän lääkeresistenssin muodostumisessa 
(Gottesman ym. 2002). 
 
Taulukko 1. MDR1:n substraatteja jaoteltuna eri terapiaryhmiin. Mukailtu (Brinkmann ja 
Eichelbaum 2001) 
Syöpälääkkeet Kalsiumkanavan 
salpaajat 
Muut PKV-lääkkeet 
Daunorubisiini Diltiatseemi Fenytoiini 
Doxorubisiini Verapamiili Perfenatsiini 
Paklitakseli Nifedipiini Ondansetroni 
Tamoksifeeni Sydänlääkkeet Steroidit 
Vinkristiini Digoksiini Aldosteroni 
Immunosupressantit Amidaroni Deksametasoni 
Siklosporiini Kinidiini Hydrokortisoni 
Takrolimuusi Opioidit HIV proteaasin estäjät 
Antibiootit Morfiini Indinaviiri 
Kefoperatsoni Morfiini 6-glukuronidi Ritonaviiri 
Kefatsoliini Loperamidi Sakinaviiri 
 
Seelig (1998) tutkimusryhmineen teki vertailua sadan MDR1:n substraatin välillä 
löytääkseen niistä rakenteita ja ominaisuuksia, jotka ovat tärkeitä substraatin ja MDR1:n 
välillä. Tutkimuksessa havaittiin, että suurimmalla osalla substraateista on joko kaksi 
elektroninluovuttajaa, joiden avaruudellinen etäisyys toisistaan on 2,5 tai 4,6 Å, tai kolme 
elektronin luovuttajaa 4,6 Å:n etäisyydellä toisistaan. Affiniteettia lisäsi 
elektroninluovuttajien vahvuus sekä niiden suuri määrä. Substraatin sitoutumiseen 
vaikuttaa suuressa määrin sitoutumispaikan aminohappojen sivuketjut, joissa on 
vetysidoksen luovuttaja-osa. Substraatin on kuitenkin irrottava sidoksesta päästäkseen 
kulkeutumaan solun ulkopuoliseen tilaan, sillä liian voimakas sidos pitää molekyylin 
kiinni sitoutumispaikassa estäen muiden substraattien kiinnittymisen sitoutumispaikalle. 
MDR1:n substraateilla sidoksen muodostumisen kannalta rajoittava tekijä on substraatin 
jakaantuminen solukalvoon, mutta sidoksen hajoamisen kannalta tärkeitä ovat 
vetysidosten määrät ja voimakkuudet substraatti-MDR1-kompleksissa (Seelig ja 
Landwojtowicz 2000). 
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On havaittu, että MDR1:llä ja CYP 3A4 –entsyymeillä on runsaasti samoja substraatteja, 
kuten vinblastiini, paklitakseli ja digoksiini (Zhang ja Benet 2001). Yhdessä toimien 
MDR1 ja CYP 3A4 alentavat substraattien biologista hyötyosuutta huomattavasti 
(Cummins ym. 2002). Ohutsuolessa MDR1 on lokalisoitunut ohutsuolen enterosyyttien 
apikaalipuolen solukalvolle (Thiebaut ym. 1987), kun taas CYP 3A4 entsyymit ovat 
lokalisoituneet enterosyyttien endoplasmakalvostoon (Kolars ym. 1994). Substraatin 
imeytyessä enterosyytin sisälle, MDR1 kuljettaa sen takaisin luumenin puolelle, josta se 
pääsee imeytymään uudestaan enterosyyttiin. Tämä kierto antaa CYP3A4-entsyymille 
useampia mahdollisuuksia metaboloida substraattia verrattuna tilanteeseen, jossa 
substraatti imeytyy nopeasti enterosyytin läpi verenkiertoon  (Cummins ym. 2002). 
MDR1 siis saattaa kasvattaa CYP3A4:n kautta tapahtuvan metaboloinnin määrää.  Myös 
MDR1:llä, BCRP:llä (breast cancer resistance protein) ja MRP-transporttereilla 
(multidrug resistance-associated protein) on jonkin verran yhteisiä substraatteja (Borst 
ym. 1999; International Transporter Consortium ym. 2010). 
 
2.2.2 Inhibiittorit 
 
MDR1:n inhibiittoreita löytyy niin lääkeaineiden joukosta kuin luonnon- ja synteettisistä 
aineista (Abdallah ym. 2015). Monilääkeresistentin syövän hoitoon on yritetty kehittää 
MDR1:lle spesifisiä inhibiittoreita parantamaan syöpälääkkeiden soluun kulkeutumista 
ja niiden tehoa (Amin 2013). Tähän liittyen inhibiittorit voidaan jaotella kolmeen 
luokkaan niiden spesifisyyden, affiniteetin ja toksisuuden mukaan. Ensimmäisessä 
luokassa on farmakologisesti aktiivisia aineita, joita käytetään sairauksien hoitoon, mutta 
jotka ovat samalla MDR1:n inhibiittoreita, esimerkkinä verapamiili. Toisessa luokassa 
inhibiittoreilta puuttuu farmakologinen aktiivisuus inhiboivilla pitoisuuksilla, ja niillä on 
suurempi affiniteetti MDR1:een kuin ensimmäisen luokan inhibiittoreilla. Aineet eivät 
kuitenkaan ole spesifisiä, sillä ne inhiboivat myös CYP3A4:ää ja muita ABC-
transporttereita. Kolmannessa luokassa on kliinisessä kehityksessä olevia yhdisteitä, 
joista pyritään saamaan vähemmän toksisia ja enemmän spesifisiä MDR1:lle.  
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MDR1:n inhibitiolle tyypillisiä rakenteita on pyritty selvittämään rakenne-
aktiivisuusanalyysillä (Wang ym. 2003). Rakenteellisesti inhibiittorit eroavat toisistaan 
paljonkin, mutta useissa inhibiittoreissa on aromaattisia renkaita, tertiäärisiä tai 
sekundaarisia protonoituneita amiineja ja ne ovat usein lipofiilisiä. Samoja rakenteita 
löytyy myös substraateista, eli pelkän rakenteen perusteella on vaikea päätellä yhdisteen 
ja MDR1:n vuorovaikutusta. Useat MDR1:n substraatit saattavat hyvinkin olla myös sen 
inhibiittoreita. Tutkimuksessa todettiin, että tehokkaiden MDR1:n estäjien tulisi täyttää 
seuraavat ominaisuudet: logP arvo 2,93 tai suurempi, ainakin 18 atomin pituinen 
tukiranka, korkea Ehomo arvo (highest occupied molecular orbital energy) ja vähintään 
yksi tertiäärinen amiini. Tällöin inhibiittori pääsee rasvaliukoisuuden ja pitkän tukirangan 
ansiosta solukalvon sisään sitoutumispaikalle tukkimaan useamman kuin yhden 
sitoutumispaikan. Varautuneisuus ja korkea Ehomo-arvo varmistavat riittävän sitoutumisen 
voimakkuuden.  
 
Oraalisten lääkehoitojen paljous ja MDR1:n laaja substraattikirjo kasvattavat 
todennäköisyyttä tahattomalle inhibitiolle ja lääke-lääke interaktioille varsinkin 
suolistossa (Glaeser 2011). Kliinisesti merkittävä tyyppiesimerkki on kapean 
terapeuttisen leveyden omaava MDR1:n substraatti digoksiini, jonka biologisen 
hyötyosuuden muutokset vaikuttavat merkittävästi lääkehoidon onnistumiseen. 
Rytmihäiriön hoitoon käytettävä kinidiini aiheutti kaksin–kolminkertaisen plasman 
digoksiinipitoisuuden nousun ja lisääntyneen digoksiinin toksisuuden (Leahey ym. 
1978). Myös jotkin ravintolisänä käytetyt yhdisteet, kuten flavonoidit ja vihreän teen 
katekiinit, saattavat estää MDR1:n toimintaa (Sadzuka ym. 2000; Zhang ja Morris 2003). 
Ravintolisien ja ruuan sisältämien yhdisteiden merkitys MDR1:n ja sen substraattien 
kannalta on suurimmaksi osin vielä epäselvää.  
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Taulukko 2. MDR1:n inhibiittoreita. Mukailtu (Abdallah ym. 2015; Kim 2002; Wang 
ym. 2003). 
Antibiootit Kalsium- ja 
natriumkanavan 
salpaajat 
Luonnonaineet 
Erytromysiini Verapamiili Useat flavonoidit 
Itrakonatsoli Kinidiini Useat kumariinit 
Ketokonatsoli Amidaroni Useat terpeenit 
HIV-proteaasin estäjät Klorokiini Useat steroidiset saponiinit 
Ritonaviiri Propafenoni Muut 
Nelfinaviiri Opioidit Karvediloli 
Sakinaviiri Metadoni Siklosporiini 
Steroidirakenteiset Pentatsosiini Bromokriptiini 
Progesteroni Meperidiini Atorvastatiini 
Tamoksifeeni   
 
 
3 MDR1:n interaktioiden tutkimistapoja 
 
3.1 Kulkeutumiskoe vesikkeleillä 
 
Vesikkelipohjaisen kulkeutumiskokeen ideana on saattaa substraatti, tutkittava aine ja 
vesikkelin pinnalla oleva MDR1 suoraan kosketukseen toistensa kanssa ja mitata 
vesikkelin sisälle kulkeutuneen substraatin määrää (Xie 2008). Tätä varten on 
valmistettava vesikkeleitä solukalvoista, jotka ilmentävät MDR1-transportteria. Solut 
voivat ilmentää luontaisesti MDR1:tä, tai niihin voidaan transfektoida MDR1:n geeni 
jollain vektorilla, esimerkiksi viruksella.  Tarvittaessa soluun transfektoidaan MDR1:n 
geeni ja kasvatetaan tarvittava määrä vesikkelien valmistusta varten. Vesikkeleiden 
valmistusmetodista riippuen solukalvon suuntaus on vesikkeleissä joko luontainen, tai 
solukalvon sisäpuoli ulospäin kääntynyt (Altendorf ja Staehelin 1974). 
Vesikkeliseoksessa on siis kumpaakin muotoa, mutta MDR1:n tapauksessa vain 
solukalvon sisäpuoli ulospäin olevien vesikkelien transportterit pumppaavat substraatteja 
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vesikkelien sisään, sillä ATP:n sitoutumispaikka on tällöin vesikkelien ulkopuolella. 
Tutkimusasetelmassa transportterin reaktio aloitetaan ATP:n lisäyksellä, reaktio 
lopetetaan, ja substraatin sisäänottoa mitataan. Vesikkelien puhdistamisessa voidaan 
hyödyntää lasikuituisia filtterilevyjä joilla saadaan eroteltua vesikkelit muista nesteistä 
(Bakos ym. 1998). Mittaustapa riippuu substraatin ominaisuuksista, esimerkiksi 
fluoresoivien aineiden fluoresenssiä voidaan hyödyntää (Solvo 2017b). Inhibition astetta 
voidaan tutkia vertaamalla kuljetusta ilman inhibiittoria kuljetukseen inhibiittorin kanssa. 
Kontrolleina toimivat jokin inertti aine, esimerkiksi DMSO ja jokin tunnettu inhibiittori 
pitoisuudella, joka estää transportterin toiminnan lähes kokonaan. Kontrollit antavat siis 
inhibitiolle minimi- ja maksimirajat joihin tulosta voi verrata. Reaktioissa tapahtuu lisäksi 
jonkin verran ATP:sta riippumatonta kuljetusta, joka saattaa sotkea tuloksia. Tämän 
kuljetuksen arvon poistamiseksi tuloksesta on lisättävä kontrolli, joka mittaa tätä 
kuljetusta ilman ATP:a. 
 
Kuva 6. Vesikkelin kulkeutumiskokeen pääidea. 
 
Vesikkelikokeen hyötynä on sen yksinkertaisuus. Kokeessa voidaan mitata kuljetusta 
vain solukalvon ja halutun transportterin läsnäollessa, jolloin tulokseksi saadaan 
transportterin vaikutus kujetukseen ilman muita häiriötekijöitä. Lisäksi koe mittaa 
transportterin kuljetusta vesikkelin sisälle, jolloin substraatit ja inhibiittorit voidaan lisätä 
helposti sytoplasmista tilaa kuvastavaan vesikkelin ulkopuoliseen tilaan (The 
International Transporter Consortium 2010). Substraattien ja inhibiittoreiden rakenteiden 
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vaikutusta voidaan myös tutkia QSAR-analyysillä (qantitative structure-activity 
relationship analysis), kun käytetään solukalvon sisäpuoli ulospäin olevia vesikkeleitä 
(Saito ym. 2006). Haittapuolena vesikkeleillä tehtävässä kulkeutumiskokeessa on 
lipofiilisten substraattien kuljetuksen mittaamisen haastavuus, sillä ne saattavat jakautua 
voimakkaasti solukalvoon jolloin niitä on vaikea mitata (The International Transporter 
Consortium 2010). Rasvaliukoiset yhdisteet diffundoituvat myös vesikkelikalvon läpi 
sekä vesikkelin sisälle että sieltä ulos. Vesikkeliin kuljetetut vesiliukoiset yhdisteet 
puolestaan pysyvät paremmin vesikkelin sisällä, jolloin aktiivista kuljetusta voidaan 
mitata luotettavammin. Substraatin lipofiilisyydellä saattaa siis olla vaikutusta erilaisten 
tutkimusmetodien antamiin tuloksiin. Esimerkiksi yhdessä tutkimuksessa substraatin 
korkealla logP arvolla ja soluilla tehtävän kulkeutumiskokeen ja vesikkeleillä tehtävän 
kulkeutumiskokeen IC50-arvojen (inhibiittorin konsentraatio jolla saavutetaan puolet 
maksimaalisesta inhibitiosta) suhteella oli korrelaatio (Szeremy ym. 2011), eli mitä 
korkeampi lipofiilisyys substraatilla on, sitä enemmän sen passiivinen diffuusio vaikuttaa 
tuloksiin. 
 
3.2 ATPaasi-koe 
 
ATPaasi-koe perustuu ABC-transporttereiden kuljetuksen toimintamekanismiin, eli 
niiden kykyyn käyttää energiana ATP:a (kuva 7). Kokeessa ei mitata suoraan kuljetettua 
substraatin määrää, vaan ATP:n kulutusta, tarkemmin sanottuna ATP:sta vaputuvan 
inorgaanisen fosfaatin määrää (Sarkadi ym. 1992). Koe voidaan suorittaa soluista 
muokatuilla vesikkeleillä, joihin on siirretty MDR1:n geeni (Fekete ym. 2015). 
Tutkittavia aineita inkuboidaan vesikkelien kanssa ATP:n läsnäollessa, jolloin ATP:sta 
vapautuu inorgaanista fosfaattia. Reaktio pysäytetään esimerkiksi SDS:llä (sodium 
docedyl sulfate; natriumlauryylisulfaatti), jolloin toiminta pysähtyy ja fosfaatin määrä 
pysyy stabiilina  (Chifflet ym. 1988). Fosfaatti kompleksoidaan ammoniummolybdaatin 
kanssa, jolloin kompleksi muuttaa väriään fosfaatin määrän mukaan. Fosfaatin määrä 
mitataan absorbanssilla.  
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Kuva 7. ATPaasi-kokeen pääidea. Kokeessa mitataan transportterin toimintaa kuvastavaa 
inorgaanista fosfaattia (Pi). 
 
Epäsuorana metodina ATPaasi-koe ei mittaa suoraan MDR1:n toimintaa. Tämän takia 
koeasetelmassa on oltava kontrolleja, joilla saadaan laskettua transportterin 
ATPaasiaktiivisuuden minimi- ja maksimiarvot ja poistettua arvoista tausta-aktiivisuus. 
ATP:sta saattaa irrota fosfaattia muutenkin kuin ATPaasin katalysoimana, joten yhden 
kontrollin on mitattava tätä ATPaasista riippumatonta fosfaatin määrää. Mittauksessa 
käytetään vanadaattia, joka on epäselektiivinen ATPaasin estäjä  (Bowman ja Slayman 
1979; Urbatsch ym. 1994; Urbatsch ym. 1995). Vanadaatti estää ATPaasin toimintaa 
estämällä ADP-entsyymi-kompleksin hajoamista, jolloin MDR1 ei pääse palautumaan 
normaaliin konformaatioonsa (Sharma ja Davidson 2000). ATPaasin minimisignaali 
saadaan vähentämällä vanadaatista riippumaton ATPaasiaktiivisuus vesikkelien tausta-
aktiivisuudesta. Maksimiaktiivisuus taas saadaan vähentämällä vanadaatista riippumaton 
ATPaasiaktiivisuus tunnetun substraatin aiheuttamasta maksimiaktiivisuudesta. 
Inhibitiota olisi mahdollista tutkia vertaamalla ATPaasiaktiivisuutta inhibiittorin kanssa 
ja ilman sitä. 
ATPaasi-kokeen hyötynä on sen automatisointi ja useiden aineiden samanaikainen 
testaus suhteellisen pienellä vaivalla ja laitteistolla (Polli ym. 2001). Koeasetelma sopii 
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hyvin mittaamaan myös suuren permeabiliteetin omaavia aineita. Haittapuolena taas on 
kuljetuksen epäsuora mittaus, jolloin tulokset eivät välttämättä ole kovin luotettavia ja 
toistettavia. Koetta ei ole suunniteltu inhibition tutkimista varten, vaan mittaamaan 
substraatin aiheuttamaa ATPaasin aktivaatiota. Koeasetelma ei myöskään ota kantaa 
siihen, onko tutkittava aine transportterin substraatti vai ei.   
 
3.3 Permeaatiokoe soluilla 
 
Kokonaisilla soluilla tehtävistä kuljetuskokeista yksikerroksisen solukerroksen efflux-
koetta pidetään standardina substraattien määrityksessä (Polli ym. 2001). Koetta varten 
kasvatetaan haluttuja soluja, jotka ilmentävät MDR1-geeniä. Monessa tutkimuksessa on 
käytetty MDCKII- tai Caco-2-soluja (Feng ym. 2008; Polli ym. 1999). Kokeessa mitataan 
tutkittavan aineen kulkeutumista polarisoituneiden solujen apikaalipuolen ulko-osasta 
solun sisälle ja sieltä basolateraalipuoliseen ulko-osaan sekä toisin päin (kuva 8). Tuloksia 
verrataan toisiinsa ja arvioidaan apikaalipuolella sijaitsevan MDR1:n merkitystä 
tuloksiin. MDR1:n substraattien kulkeutuminen apikaalipuolelta basolateraalipuolelle on 
vähäistä ja päinvastoin, kun kulkeutumista mitataan basolateraalipuolesta 
apikaalipuolelle. MDR1:n aiheuttaman kuljetuksen määrä saadaan vertaamalla 
transfektoiduilla soluilla saatuja tuloksia villin tyypin solujen tuloksiin (Feng ym. 2008). 
Toisaalta villin tyypin endogeeninen transporttereiden ekspressoituminen voi olla 
erilaista kun sitä verrataan transfektoitujen solujen endogeeniseen transportterituotantoon 
(Kuteykin-Teplyakov ym. 2010). Villin tyypin MDCKII-solut tuottivat enemmän 
endogeenisia MDR1- ja MRP2-transporttereita kuin MDR1- transfektoidut MDCK-solut, 
eli effluksikokeessa substraattien kuljetus tulee siis hieman aliarvioiduksi kun käytetään 
villin tyypin MDCK-soluja kontrollina. MDR1:n inhibitiota voidaan tutkia vertaamalla 
MDR1-riippuvaista kuljetusta tunnetulla substraatilla tilanteeseen jossa on myös 
tutkittava inhibiittori mukana (Kim ym. 1998). 
Menetelmän hyvä puoli on se, että se mittaa kuljetusta suoralla tavalla, jolloin saatavat 
tulokset ovat suhteellisen luotettavia. Toisaalta solujen kasvattaminen on aikaa vievää, 
työlästä, ja laboratorioiden väliset tulokset vaihtelevat suuresti. Metodilla ei voida tutkia 
nopeasti useita yhdisteitä. Suuren permeabiliteetin yhdisteet saattavat lisäksi aiheuttaa 
18 
 
 
valheellisen negatiivisen tuloksen kuljetuksen mittaamisessa (Polli ym. 2001). Näiden 
yhdisteiden pääasiallinen kulkeutumistapa solun läpi on passiivista diffuusiota, jolloin 
MDR1:n sitoutumispaikalle solukalvoon ei jää kovinkaan suurta substraatin 
konsentraatiota, jotta MDR1 voisi kuljettaa niitä pois (Eytan ym. 1996). Apikaalipuolen 
solukalvon läpi kulkeutumisessa MDR1 saattaa puolestaan saturoitua ja siten vähentää 
sen merkitystä kuljetuksen estossa. 
  
Kuva 8. Yksikerroksisen solukerroksen efflux-permeaatiokokeessa mitataan apikaaliseen 
ekstraselulaaritilaan annostellun substraatin (vihreä pallo) kulkeutumista solun läpi 
basolateraalipuolen ekstrasellulaaritilaan. Tulosta verrataan toisinpäin mitattuun 
tulokseen. 
 
3.4 Eläinmallit 
 
MDR1-transportteria ja eri yhdisteiden vaikutusta sen toimintaan voidaan tutkia myös 
soluja monimutkaisemmilla asetelmilla, kuten hiirillä. Schinkel (1996) 
tutkimusryhmänsä kanssa kehitti hiiriä, joilta puuttui mdr1a-geeni, tutkiakseen MDR1:n 
roolia veri-aivoesteessä. Ilman MDR1:tä hiiret olivat herkkiä neurotoksisille aineille, 
jotka eivät normaalisti pääse aivoihin MDR1:n takia. Myöhemmin näitä poistogeenisiä 
hiiriä on käytetty niin veri-aivoesteen kuin suoliston MDR1:n tutkimiseen (Schinkel ym. 
1996; Sparreboom ym. 1997; Stephens ym. 2002a). Kun suolistosta poistetaan MDR1-
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transportteri, se ei enää estä sen substraatteja imeytymästä, jolloin plasman pitoisuudet 
nousevat ja biologinen hyötyosuus paranee. Eläinkokeet ovat hyviä kun tarkoituksena on 
tutkia MDR1:n vaikutusta farmakokinetiikkaan. Täytyy tosin muistaa, että biologiseen 
hyötyosuuteen vaikuttaa moni tekijä, jolloin plasman pitoisuudesta saadaan epäsuoraa 
tietoa MDR1:n effluksi-vaikutuksesta ja lääkeaineen permeaatiosta. Poistogeenisillä 
hiirillä tehdyt kokeet eivät kunnolla sovellu inhibition tutkimiseen, mutta ne soveltuvat 
paremmin MDR1:n merkityksen tutkimiseen lääkeaineiden imeytymisessä ja 
jakautumisessa. Toisaalta poistogeeniset eläimet voisivat toimia jonkinlaisena kontrollina 
inhibition tukimisessa, joka kuvastaa MDR1:n täyttä inihibitiota. 
Stephens (2002a) työryhmineen halusi tutkia MDR1:n vaikutusta suolistotasolla mutta 
hieman tarkemmin kuin yksittäisiä soluja käyttäen. He eristivät mdr1a-poistogeenisten 
hiirten ohutsuolen ja tutkivat eri lääkeaineiden kulkeutumista suolen läpi. Tämä in vitro-
menetelmä antaa suoraa tietoa MDR1:n vaikutuksesta lääkeaineiden imeytymiseen 
ohutsuolen läpi, kun sitä verrataan tavallisten hiirten ohutsuoleen. Poistogeenisillä 
eläimillä ja näistä eristetyillä elimillä tehtävien kokeiden hyötynä on niiden 
riippumattomuus selektiivisistä inhibiittoreista (Stephens ym. 2002b). Oikeassa suolessa 
inhibiittorit saattavat sekä toimia epätasaisesti että vaikuttaa muihin olemassaoleviin 
transporttereihin, jolloin tulokset vääristyvät. Geenin poistolla saadaan tutkittua 
yksinomaan MDR1:n vaikutusta lääkkeiden farmakokinetiikkaan. Haittapuolena taas on 
hiirien kallis hinta verrattuna solujen kasvattamiseen ja eläinkokeiden eettisyys. 
Taulukkoon 3 on koottu kuvailtujen tutkimusmetodien hyötyjä ja haittoja. 
Taulukko 3. Yhteenveto erilaisten MDR1:n tutkimusmenetelmien hyödyistä ja haitoista. 
Tutkimusmetodi Hyödyt Rajoitteet 
Kulkeutumiskoe 
vesikkeleillä 
Edullinen, yksinkertainen,  
sopii seulomiseen, suora 
menetelmä, inhibition 
tutkiminen 
Substraatin valinta 
ATPaasi-koe Edullinen, sopii 
seulomiseen, 
yksinkertainen  
Huono toistettavuus, 
epäsuora menetelmä, 
suunniteltu aktivaation 
tutkimiseen  
Solujen permeaatiokoe Suora menetelmä, myös 
inhibition tutkiminen 
Aikaavievä, substraatin 
valinta,  
Eläinmallit Ei tarvitse inhibiittoreita, 
in vivo-menetelmä  
Eettisyys, kallis,  
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4 Kokeellisen osan tausta ja tavoitteet 
 
MDR1:n, kuten minkä tahansa transportterin interaktioiden tutkimiseen vaaditaan 
validoitu metodi jonka avulla tutkiminen olisi mahdollisimman luotettavaa ja toistettavaa. 
Sf9-MDR1-vesikkeleillä tehtävä kulkeutumiskoe valikoitui koeasetelmaksi sen 
helppouden ja suuren seulomiskyvyn takia. Menetelmän validoimisen jälkeen sitä 
testattiin inhibiittoreiden seulomiseen ruoassa käytettävien lisäaineiden kirjastosta. 
Lisäksi seulominen tehtiin synteettisten aineiden kirjastolla, joka valikoitui toisesta 
tutkimuksesta (Wissel 2017). 
Ruoassa käytetään useita eri lisäaineita muun muassa säilyvyyden parantamiseksi, mutta 
näiden aineiden vaikutusta transporttereihin ei ole aikaisemmin tutkittu laajoilla 
ainekirjastoilla. Ruuan, sen lisäaineiden ja lääkkeiden väliset interaktiot ovat myös melko 
ajankohtainen aihe, sillä tänä päivänä yhä suuremmat ihmisjoukot ovat aikaisempaa 
kiinnostuneempia terveydestään ja ruokavalion merkityksestä oman terveyden 
edistämisessä. 
Tämän Pro gradu- tutkielman tavoitteena oli: 
1. Optimoida MDR1:n inhibition tutkimiseen soveltuva in vitro koemenetelmä Sf-
9- MDR1- vesikkeleillä 
2. Tutkia Sf9-MDR1-vesikkeleitä ja valittua koetinsubtraattia ATPaasi- 
koeasetelmassa 
3. Seuloa 25:n lisäaineen ja 42:n synteettisen aineen kirjastot optimoidulla 
MDR1:n inhibition tutkimusmetodilla  
4.  Tutkia MDR1:n inhibiittoreiden rakenne-aktiivisuussuhteita  
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5 Materiaalit ja menetelmät 
 
5.1 Materiaalit 
 
Tutkimuksessa käytetyistä reagensseista N-metyyli-kinidiini (NMQ) oli hankittu SOLVO 
Biotechnology:ltä (Szeged, Unkari) ja vesiliukoinen kolesteroli (Cholesterol/RAMEB) 
Cyclolab Ltd:lta (Budapest, Unkari). Muut tutkielmassa mainitut reagenssit oli hankittu 
Sigma-Aldrichilta (St. Louis, MO, USA). Käytetty vesi oli MilliQ-laatuista. Näytteiden 
analysoinnissa käytetty nestekromatografi (HPLC) oli Agilent 1100 series (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, USA). Absorbanssin mittaamiseen käytettiin Varioskan 
Flash –laitetta (Thermo Scientific, Vantaa, Suomi).  
 
5.2 Sf9-MDR1-vesikkeleiden valmistus 
 
5.2.1 Solujen kasvatus, infektointi ja kerääminen 
 
Vesikkelien valmistukseen tarvittavia Spodoptera frugiperda (Sf9) hyönteissoluja 
(Moshe Finel, CDR, Helsingin Yliopisto) kasvatettiin aluksi kiinnittyneinä pulloissa, 
kunnes niitä oli tarpeeksi suspensio-kasvatukseen. Kasvatusmediumina käytettiin 5 %:sta 
inaktivoitua naudan sikiön seerumia (FBS), ja inkubointi tapahtui + 27 ˚C lämpötilassa. 
Solujen käsittely tapahtui laminaari-ilmavirtauskaapissa solulaboratorion puhdastilassa, 
ja solut jaettiin aina juuri ennen konfluenssin saavuttamista. Kun soluja oli tarvittava 
määrä, ne infektoitiin bakuloviruksella, joka sisälsi rekombinantti MDR1 cDNA:n ja ne 
kerättiin 72 tunnin jälkeen infektiosta. Keräyksessä solususpensio sentrifugoitiin 
pelletiksi, pestiin fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS) ja pakastettiin -80 ˚C.  
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5.2.2 Solukalvojen eristys ja kolesterolin lisäys 
 
Jäädytetyt solupelletit sulatettiin, sentrifugoitiin 1200 g (g-voima) 10 minuutin ajan (4˚C) 
kahdesti ja pestiin keräyspuskurilla (50 mM Tris-HCL, 300 mM mannitoli, pH 7.0). 
Pesemisen jälkeen solut suspensoitiin membraanipuskuriin (50 mM Tris-HCL, 300 mM 
mannitoli, 2 mM EGTA, pH 7.0) ja rikottiin Dounce homogenisaattorilla (survin B) 
jäiden päällä. Hajoitetut solut sentrifugoitiin kahdesti 1200g 10 minuutin ajan (4˚C) jonka 
jälkeen supernatantti kerättiin talteen ja sentrifugoitiin ultrasentrifuugissa 100 000g 1 
tunnin ja 15 minuutin ajan (4˚C). Solupelletti suspensoitiin kylmään membraanipuskuriin 
ja suspensio käytettiin G27 neulan läpi edestakaisin 20 kertaa.   
Bradfordin menetelmään (Bradford 1976) perustuva proteiinimittaus suoritettiin 
lisäämällä näytteisiin ja standardinäytteisiin coomassie-briljanttisinistä G-250- 
värireagenssia. Näytteiden fluoresenssi analysoitiin Varioskanilla ja standardisuorasta 
laskettiin näytteiden proteiinikonsentraatio. Vesikkeleihin lisättiin 4,8 w/w %:sta 
syklokolesteroliseosta siten, että vesikkeli-kolesteroliseoksen kolesterolikonsentraatio oli 
2,5 mM. Seosta inkuboitiin jäillä 20 minuuttia, jonka jälkeen seos laimennettiin 
membraanipuskurilla ja sentrifugoitiin 1h 15 min 100 000 g + 4˚C:ssa. Pelletti 
resuspensoitiin membraanipuskuriin proteiinipitoisuuteen 5 µg/ml. Valmiit vesikkelit 
jaettiin Eppendorf-tuubeihin ja pakastettiin -80 ˚C.  
 
5.3  N-metyylikinidiini- MDR1-vesikkelikoe 
 
MDR1:n inhibition tutkimisen koeasetelmassa päätarkoitus on verrata tutkittavan aineen 
läsnäollessa ATP:sta riippuvaista kuljetusta tilanteeseen, jossa tutkittavaa ainetta ei ole. 
Koeasetelman pohjana käytettiin Solvon kaupallista MDR1-inhibition 
tutkimusmenetelmää, jossa on koetinsubstraattina N-metyylikinidiini (Solvo 2016). 
NMQ on ampifaatiinen, monokvaternaarinen ja kationinen yhdiste, jolla on matala 
permeabiliteetti (Solvo 2017c).  
 
Inhibitiokokeissa kuoppalevylle pipetoitiin 49,3 µl vesikkeli-NMQ-seosta (lopullinen 
NMQ:n pitoisuus 2 µM), jolloin yhdessä kuopassa oli 50 µg proteiinia. Kuoppiin lisättiin 
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0,75 µl tutkittavia yhdisteitä ja kontrolliaineita joiden pitoisuudet olivat 100 kertaisia 
halutuista konsentraatioista. Voimakasta inhibitiota kuvastavana kontrollina käytettiin 
100 µM verapamiilia ja ei-inhibitiota kuvastavana kontrollina DMSO:ta. Kuoppalevyä, 
12 mM mg-ATP:a ja koepuskuria (46,5 mM MOPS-Tris, 65mM KCL, 7 mM MgCL2)  
lämmitettiin +37 ˚C:ssa 15 minuutin ajan jonka jälkeen MDR1:n toiminta vesikkeleissä 
aloitettiin lisäämällä 25 µl 12 mM mg-ATP:tä, tai koepuskuria. Reaktioaika oli 3 
minuuttia, jonka jälkeen reaktio lopetettiin lisäämällä kuoppiin 200 µl jääkylmää 
pesupuskuria (40 mM MOPS-Tris, 70 mM KCL). Näytteet siirrettiin suodatinlevyille 
(MultiScreenHTS-FB, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), pestiin viisi kertaa 
huuhtelupuskurilla ja kuivattiin. Vesikkelit rikottiin 3:1 metanoli-vesi + 0,1 % HCOOH 
–seoksella inkuboimalla niitä 30 minuuttia + 37 ˚C. Näytteet sentrifugoitiin filtterin läpi 
3000 g 2 minuutin ajan (4˚C) normaalille kuoppalevylle ja analysoitiin HPLC:llä. Ennen 
vesikkelien hajottamisen optimointia käytettiin 1:1 MeOH-H2O + 0,1 % HCOOH –
seosta. Koeasetelmassa jokaisesta tutkittavasta aineesta tehtiin kolme rinnakkaista 
näytettä ATP:n kanssa ja kolme rinnakkaista näytettä koepuskurin kanssa.  
Optimoinnin koeasetelmat poikkesivat hieman inhibition tutkimisen koeasetelmasta. 
Aikalineaarisuuden toteamisessa mitattiin NMQ:n kulkeutumista reaktioajoilla 1 min, 2 
min, 3 min, 4 min, 5 min ja 8 min ilman tutkittavia aineita. Km-arvon (substraatin 
konsentraatio, jolla saavutetaan puolet maksimaalisesta reaktionopeudesta) 
määrittämisessä reaktioaika pidettiin kolmessa minuutissa, mutta kulkeutumista tutkittiin 
NMQ:n pitoisuuksilla  0,5 µM, 2 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM, 50 µM, 75 µM ja 100 µM. 
Samoin tunnettujen inhibiittoreiden IC50-arvon määrityksessä tutkittiin useiden 
inhibiittorin pitoisuuksien vaikutuksia ATP-riippuvaiseen kuljetukseen. Toisin kuin itse 
inhibition tutkimisen menetelmässä, muutamassa optimoinnin koeasetelmassa käytettiin 
lisäksi vesikkeleitä, joihin ei oltu lisätty kolesterolia, ja tyhjällä bakuloviruksella 
infektoituja mock-vesikkeleitä kontrollina.  
 
5.4 ATPaasiaktiivisuuden mittaaminen 
 
ATPaasi:n aktiivisuuden mittaaminen on toinen yleisesti käytetty transporttereiden 
tutkimismenetelmä, joten tutkimme voiko valmistamiamme vesikkeleitä käyttää myös 
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ATPaasin mittaamiseen. Tarkoituksena ei ollut optimoida tutkimusmetodia loppuun asti, 
vaan enemmänkin todeta vesikkelien ja NMQ:n toimivuus koeasetelmassa. Mittasimme 
vesikkelien ATPaasiaktiivisuuden 2 µM NMQ:n pitoisuudella, jonka jälkeen kokeilimme 
eri NMQ:n pitoisuuksia saadaksemme korkean ATPaasiaktiivisuuden. Pitoisuudet olivat 
2 µM, 7 µM, 20 µM ja 50 µM. Lopuksi osoitimme kolesterolin merkityksen vesikkeleissä 
mittaamalla ATPaasiaktiivisuuden mock-vesikkeleillä kolesterolin kanssa ja ilman sitä, 
sekä MDR1-vesikkeleillä kolesterolin kanssa ja ilman sitä 20 µM NMQ:n pitoisuudella. 
ATPaasi-koe suoritettiin Solvon protokollan mukaan 96-kuoppalevyllä (Solvo, 2007), 
johon pipetoitiin reaktioon tarvittavat liuokset jäiden päällä. Standardinäytteet 
valmistettiin pipetoimalla 40 µl koepuskuria (50 mM MOPS-Tris, 50 mM KCL, 2mM 
DTT, 5 mM Na-atsidi, 100 µM EGTA-TRIS) ja 10 µl kaliumvetyfosfaatti-liuoksia 
(KH2PO4) tai vettä, jolloin standardinäytteissä oli 0-200 nanomoolia KH2PO4:a. 
Standardinäytteisiin pipetoitiin lisäksi 40 µl 5 % natriumlauryylisulfaattia (SDS). 
Näytteisiin pipetoitiin 40 µl vesikkeli-koepuskuri-seosta jonka proteiinipitoisuus oli 1 
mg/ml.  Koeasetelmassa oli neljä kontrollia: koepuskurin tausta (kontrolli 1), 
natriumvanadaatille (Na3VO4) epäherkkä ATPaasiaktiivisuus (kontrolli 2), ATPaasin 
tausta (kontrolli 3) ja verapamiilin aktivoima maksimaalinen ATPaasiaktiivisuus 
(kontrolli 4). Verapamiilin lopullinen konsentraatio kuopassa oli 40 µM. Kontrolleihin ja 
näytteisiin lisättävät aineet on lueteltu taulukossa 4. 
Taulukko 4. ATPaasi-kokeen kontrollien ja näytteiden sisältö vesikkeliseos poislukien. 
Näyte/kontrolli Sisältö 
Kontrolli 1 
1 µl dimetyylisulfoksidia (DMSO), 
40 µl 5 % SDS:a 
Kontrolli 2 1 µl DMSO, 1 µl 60 mM Na3VO4:ia 
Kontrolli 3 1 µl DMSO:ia 
Kontrolli 4 1 µl 2 mM verapamiilia 
Näyte 1 µl NMQ:ä 
 
Reaktio aloitettiin lisäämällä 10 µl 25 mM mg-ATP:a ja se pysäytettiin 20 minuutin 
inkubaation (37 ˚C) jälkeen lisäämällä 40 µl SDS:a sekä näytteisiin että kontrolleihin 2, 
3 ja 4. Kaikkiin kuoppiin lisättiin 200 µl juuri ennen koetta valmistettua ja jäiden päällä 
pidettyä detektioreagenssia (9,7 mM ammonium molybdaattia, 4,2 mM sinkkiasetaattia, 
7,5 % askorbiinihappoa). Kuoppalevyä inkuboitiin 37 ˚C 25 minuutin ajan, jonka jälkeen 
25 
 
 
näytteet analysoitiin Varioskan Flash -laitteella. ATPaasi-koe toistettiin lisäksi useilla eri 
NMQ:n konsentraatioilla ja erilaisilla vesikkeleillä. Kaikki näytteet, kontrollit ja 
standardinäytteet tehtiin kolmena rinnakkaisena tuloksena.  
 
5.5 Näytteiden analyysimenetelmät 
 
Kaikissa kulkeutumiskokeissa käytettiin HPLC:a, jonka kolonni oli Poroshell 120 EC-
C18 kokoluokkaa 4.6 x 100 mm ja partikkelikoko 2.7 mikronia. Detektorina oli 
fluoresenssidetektori, kolonnin lämpötila pidettiin 40 ˚C ja eluentien virtausnopeus oli 1 
ml/min. Käytetyt eluentit olivat 0,1 % muurahaishapon vesiliuos (eluentti A) ja 
asetonitriili (eluentti B).  
Näytteiden analysoinnissa käytettiin kahta eri metodia. Näytteet joissa ei ollut mukana 
mitään tutkittavia inhibiittoreita, analysoitiin lyhyellä ja suoraviivaisella metodilla: 0-1 
min (15 % B), 1-3 min (15 % -> 30 % B). Näytteet joissa oli mukana testattavia 
inhibiittoreita, analysoitiin hieman pidemmällä metodilla jonka lopussa oli suuri määrä 
eluentti B:tä kolonnin puhtauden varmistamiseksi: 0-1 min (15 % B), 1-3 min (15 % -> 
30 % B), 3-4 min (90 % B). Analyysimetodin lopussa oli ainakin minuutin mittainen 
ajanjakso jonka aikana eluenttipitoisuudet laskettiin takaisin lähtötasoihin. 
Näytteiden liuottimena toimi joko (optimoinnin jälkeen) 3:1 MeOH:H20 + 0.1 % HCOOH 
jolloin analyysissä käytettiin 10 µl injektiotilavuutta, tai (ennen optimointia) 1:1 
MeOH:H20 + 0.1 % HCOOH jolloin analyysissä käytettiin 60 µl injektiotilavuutta. 
NMQ:n retentioaika oli molemmissa metodeissa noin 2,6 minuuttia. Fluoresenssi 
detektoitiin eksitaatiolla 248 nm (nanometriä) ja emissiolla 442 nm. Signaalit määritettiin 
rajaamalla manuaalisesti signaaliin kuuluva pinta-ala, jolloin HPLC:n ohjelmisto laski 
signaalin arvon. 
ATPaasi-kokeissa analyysilaitteena toimi Varioskan, jolla mitattiin näytteiden 
fluoresenssia välillä 630 nm – 850 nm. Tulokset laskettiin käyttämällä aallonpituuden 650 
antamia arvoja. 
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5.6 Datan käsittely 
 
Kulkeutumiskokeissa vesikkelin sisälle päätyvästä NMQ:n määrästä osa kulkeutuu 
ATP:sta riippuvaisen kuljetuksen kautta, osa passiivisen diffuusion kautta ilman ATP:a. 
Erottamalla ilman ATP:a saatu signaali ATP:n kanssa saadusta signaalista saadaan tulos 
pelkästä MDR1:n kautta kulkeutuvasta NMQ:sta. Käytetyt arvot olivat keskiarvoja 
kolmesta rinnakkaisesta tuloksesta. Testiaineiden vaikutuksen näkemiseksi laskettiin 
ATP:sta riippuvaisen kuljetuksen signaali testiaineen läsnäollessa ja verrattiin sitä 
DMSO:n kanssa olevaan aktiivisen kuljetuksen signaaliin. Saatu tulos on siis 
prosenttiosuus, joka kuvastaa testiaineiden kykyä inhiboida MDR1:n kautta tapahtuvaa 
NMQ:n aktiivista kuljetusta. IC50-arvot ja Km-arvot laskettiin GraphPad Prism 6.0 
ohjemistolla. Km-arvo laskettiin Michaelis Mentenin kinetiikan mukaan seuraavalla 
yhtälöllä:   
V =
Vmax[S]
Km + [S]
  
jossa V tarkoittaa reaktion nopeutta, Vmax reaktion maksimaalista nopeutta, S substraatin 
konsentraatiota ja Km substraatin konsentraatiota jolla saavutetaan puolet 
maksiminopeudesta. Verapamiilin ja siklosporiinin IC50-arvot laskettiin yhtälöllä: 
Y = Bottom +
 (Top − Bottom)
1 + 10(LogIC50−X)∗HillSlope
 
jossa top ja bottom tarkoittavat suhteellisia minimi- ja maksimiaktiivisuuksia (%). 
Hillslope tarkoittaa käyrän muototekijää ja X tutkittavan yhdisteen konsentraatiota.  
ATPaasi-kokeessa laskettiin keskiarvot rinnakkaisista tuloksista ja absorbanssin signaalit 
muunnettiin nanomooleiksi standardisuoran avulla. Laskemisessa käytettiin 
aallonpituuden 650 nm tuloksia. ATPaasiaktiivisuuden taustasignaali ja maksimisignaali 
laskettiin vähentämällä basaaliaktiivisuuden ja verapamiilin aiheuttaman maksimaalisen 
aktivaation arvoista vanadaatista riippumattoman aktiivisuuden arvo. Samoin NMQ:sta 
johtuva aktiivisuus laskettiin vähentämällä NMQ-näytteiden arvosta vanadaatista 
riippumattoman aktiivisuuden arvo. Minimi-, maksimi- ja NMQ-näytesignaalit 
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muunnettiin muotoon: vapautunut inorgaaninen fosfaatti / mg membraaniproteiinia / 
minuutti reaktioaikaa.  
Kaikessa datan käsittelyssä laskettiin keskihajonnat ja suhteelliset keskihajonnat tulosten 
luotettavuuden arvioimiseksi. 
 
 
6 Tulokset 
 
6.1 Optimoinnin tulokset 
 
6.1.1 Vesikkeleiden toiminnan mittaaminen ja kolesterolin merkitys 
 
Valmistettujen vesikkeleiden toimintaa mitattiin 2 µM NMQ:lla. Kokeessa kontrollina 
toimivat vesikkelit, jotka oli valmistettu tyhjillä bakuloviruksilla infektoiduista soluista 
(mock). Lisäksi mukaan otettiin vesikkeleitä joihin ei ollut lisätty kolesterolia. Kuvasta 9 
voidaan päätellä, että kolesterolilla on suuri merkitys NMQ:n ATP-riippuvaiseen 
kuljetukseen.  
 
Kuva 9. Kolesterolin vaikutus mock- ja MDR1-sf9 vesikkeleiden ATP-riippuvaiseen 
kuljetukseen. 
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6.1.2 Aktiivisen kuljetuksen riippuvuus inkubaatioajasta 
 
Kulkeutumiskokeiden metodien reaktioajan validoimiseksi tutkittiin eri reaktioaikojen 
vaikutusta ATP-riippuvaiseen NMQ:n kulkeutumiseen 2 µM konsentraatiolla (kuva 10). 
Kuvasta näkyy, että ensimmäisten minuuttien kohdalla kulkeutuminen nousee 
lineaarisesti, jonka jälkeen kasvu tasoittuu hieman. 
 
Kuva 10. Reaktioajan vaikutus 2 µM NMQ:n ATP-riippuvaiseen kuljetukseen. 
 
6.1.3 Kuljetusinetiikka 
 
Inhibitiotutkimuksissa käytetyn NMQ:n pitoisuuden validoimiseksi tutkittiin useiden 
NMQ:n pitoisuuksien vaikutusta ATP-riippuvaisen kuljetuksen määrään (kuva 11). 
NMQ:n Km-arvon laskettiin MDR1-vesikkeleissä olevan 8,96 µM (± 1,43 µM). 
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Kuva 11. NMQ:n pitoisuuden vaikutus ATP-riippuvaiseen kuljetukseen MDR1-
vesikkeleissä. Km-arvoksi laskettiin 8,96 µM (± 1,43 µM). 
 
6.1.4 Tunnettujen inhibiittoreiden inhibitiokinetiikka 
 
Kulkeutumiskokeeseen voimakasta inhibitiota kuvastaviksi kontrolleiksi valikoitui 
verapamiili ja siklosporiini. Molempien aineiden inhibitiokinetiikkaa tutkittiin IC50-
kokeella, joiden tulokset näkyvät kuvassa 12. Verapamiilin IC50-arvoksi laskettiin 2.4 µM 
(95 % luottamusväli: 1,5 µM – 4,0 µM) ja siklosporiinin 0.094 µM (95 % luottamusväli: 
0,052 µM – 0,17 µM). 
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Kuva 12. Verapamiilin IC50-käyrä Sf9-MDR1 vesikkeleissä (A) jonka IC50 = 2,4 µM (95 
% luottamusväli: 1,5 µM – 4,0 µM). Siklosporiinin IC50-käyrä Sf9-MDR1 vesikkeleissä 
(B) jonka  IC50 = 0.094 µM (95 % luottamusväli: 0,052 µM – 0,17 µM). 
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6.1.5 Vesikkeleiden hajoituksen optimointi 
 
Kuljetuskokeessa vesikkelit on rikottava liuottimella ennen kuin vesikkeliin 
kulkeutunutta NMQ:ta voidaan mitata. Sopivan liuottimen valitsemiseksi tutkittiin 
erilaisten seosten vaikutusta NMQ:n vapautumiseen ja kromatografian laatuun. Testatut 
seokset valittiin Polsonin (2003) ja hänen tutkimusryhmänsä tekemän tutkimuksen 
perusteella, jonka mukaan metanolin osuuden lisääminen seokseen saosti plasman 
proteiineja tehokkaammin kuin vähäinen metanolin osuus seoksessa. Tulosten mukaan 
3:1 MeOH-H2O + 0,1 % HCOOH- seos vapauttaa NMQ:a selvästi paremmin kuin ennen 
seoksen optimointia käytetty 1:1 MeOH-H2O + 0,1 % HCOOH- seos (kuva 13). Tulosten 
analysoimisessa oli käytetty 40 µl injektiota, jolloin 3:1 MeOH-H2O + 0,1 % HCOOH- 
seoksen kromatogrammi ei ollut kovin tarkka. Paremman kromatogrammin saamiseksi 
kokeiltiin 10 µl injektiota, jolloin tulos parani selkeästi. 10 µl injektion kromatogrammi 
on esitetty kuvassa 14. Asetonitriili yhdistettynä veteen ei vapauttanut NMQ:ta yhtä hyvin 
kuin metanoli, joka vapautti NMQ:ta konsentraatioriippuvaisesti. Muurahaishapon suuri 
määrä vaikutti myös signaalia laskevasti. 
 
Kuva 13. Erilaisten hajoitusaineiden vaikutus NMQ:n vapautumiseen Sf9-MDR1 
vesikkeleissä.  
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Kuva 14. NMQ-näytteiden kromatogrammit 10 µl injektiolla. Kuvassa näkyy kolme 
rinnakkaista tulosta ATP:n kanssa ja ilman ATP:a. Vasemmanpuoleinen signaali on 
NMQ ja oikeanpuoleinen signaali on NMQ:n hajoamistuote, kinidiini. 
 
 
 
    
6.2 MDR1:n inhibition tutkimismetodin käyttö 
 
6.2.1 Elintarvikelisäaineiden MDR1:n inhibitiokyvyn mittaus 
 
Optimoitua MDR1:n inhibition tutkimismenetelmää testattiin elintarvikelisäaineiden 
kirjastolla, jossa oli yhteensä 25 lisäainetta: 9 makeutusainetta, 6 säilöntäainetta ja 10 
väriainetta. Kokeet suoritettiin 50 µM lisäainepitoisuuksilla ja lisäksi valikoiduille 
lisäaineille pitoisuudella 200 µM. Makeutusaineiden, väriaineiden ja säilöntäaineiden 
tulokset ovat esitettyinä kuvassa 15. Määrittelimme inhibition rajaksi 50 %:n suhteellinen 
kuljetus verrattuna DMSO kontrolliin, jonka alle yhdisteen inhibitiokyvyn tulisi laskea 
jotta voisimme kutsua yhdistettä inhibiittoriksi. Kaikista lisäaineista ainoastaan 
kurkumiini inhiboi MDR1:a. Lisäksi teimme muutamille lähimpänä tätä rajaa oleville 
yhdisteille saman kokeen 200 µM tutkittavan yhdisteen pitoisuudella. Valikoiduista 
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lisäaineista yksikään ei toiminut MDR1:n inhibiittorina suuremmilla pitoisuuksilla. Nämä 
tulokset on esitetty liitteessä 1.  
 
 
 
 
Kuva 15 Makeutusaineiden (A), väriaineiden (B) ja säilöntäaineiden (C) MDR1-
inhibitionkyky 50 µM pitoisuuksilla. Kontrollina kuvassa on tunnettu inhibiittori, 
verapamiili 100 µM pitoisuudella. Arvot kuvastavat lisäaineiden kanssa mitattua 
NMQ:n suhteellista kuljetusta verrattuna DMSO:n kanssa mitattuun NMQ:n 
kuljetukseen. 
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6.2.2 Synteettisten aineiden MDR1:n inhibitiokyvyn mittaus 
 
MDR1:n inhibition tutkimusmenetelmää kokeiltiin myös 42 synteettisen yhdisteen 
kirjastolla 80 µM pitoisuuksilla (kuva 16). Yhdisteet oli valikoitu aiemmasta 
tutkimuksesta jossa pyrittiin etsimään MRP2-spesifisiä inhibiittoreita ja selvittämään 
niiden rakenne-aktiivisuussuhteita (Wissel ym. 2017). Tuloksista voidaan havaita, että 
MDR1:n inhibitiokyky vaihteli huomattavasti yhdisteiden välillä. 
 
 
 
Kuva 16. Synteettisten aineiden MDR1:n inhibitiokyky 80 µM pitoisuuksilla.  Arvot 
kuvastavat lisäaineiden kanssa mitattua NMQ:n suhteellista kuljetusta verrattuna 
DMSO:n kanssa mitattuun NMQ:n kuljetukseen. 
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6.2.3 Synteettisten aineiden kemiallisten rakenteiden vaikutukset MDR1:n 
inhibitiokykyyn  
 
Synteettisten aineiden rakenteiden vaikutusta MDR1:n inhibitioon pyrittiin selvittämään 
vertaamalla aineiden kemiallisia rakenteita ja niiden aiheuttamaa MDR1:n inhibitiota 
toisiinsa. Synteettiset aineet muistuttivat rakenteellisesti toisiaan, jolloin pystyttiin 
muodostamaan neljä ryhmää rakenteellisen samankaltaisuuden perusteella. Jokaisella 
ryhmällä oli oma tukirankansa, jonka sivuketjut vaihtelivat aineiden välillä. Rakenteita ja 
aktiivisuuksia vertaamalla ja arvioimalla voitiin tehdä joitain karkeita kvalitatiivisia 
johtopäätöksiä rakenteiden osien vaikutuksesta MDR1:n inhibitioon. Tukirangan 1 
omaavilla rakenteilla sivuketju 3 oli selkeästi tärkeä tekijä MDR1:n inhibitiokyvyssä. 
Tässä ryhmässä kaikilla MDR1:tä inhiboivilla yhdisteillä oli ketjussa 3 joko amidisidos 
tai esterisidos joka jatkui hiilivetyketjuna. Ketjussa 1 olevat fluorit puolestaan näyttivät 
vähentävän inhibitiota. Tukirangan 2 omaavilla yhdisteillä puolestaan yhteisiä piirteitä 
olivat ketjussa 1 oleva pitkä hiilivetyketju ja ketjussa 2 oleva bentseenirengas 
hiilivetyketjun päässä. Tukirangan 3 omaavien yhdisteiden joukosta löytyi muutama 
yhdiste jotka näyttivät lisäävän ATP-riippuvaista kuljetusta. Näillä yhdisteillä oli ketjussa 
1 bentseenirengas ilman siitä lähteviä sivuketjuja sekä ketjuissa 2 ja 3 vetyä tai bromia. 
Tukirangan 4 omaavat yhdisteet olivat hieman poikkeavia muista yhdisteistä. Näitä 
yhdisteitä oli vain kolme kappaletta ja niillä oli kaikilla hyvin pitkälle ulottuva 
hiilivetyketju jonka päässä oli bentseenirenkaan omaava rakenne. Kaikki kolme 
yhdistettä olivat voimakkaita MDR1:n inhibiittoreita tutkitulla pitoisuudella. Taulukossa 
5 esitetään muutamia rakenteita ja niiden aktiivisuuksia siinä muodossa missä vertailut 
oli tehty. Liitteessä 2 on esitetty kaikkien yhdisteiden rakenteet ja MDR1:n inhibitiokyvyt 
keskihajontojen kanssa. 
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Taulukko 5. Valikoitujen synteettisten aineiden rakenteita ja niiden inhibitiokykyjä.   
Tukirangan 
rakenne 
Yhdisteen 
tunnus 
-R1 -R2 -R3 MDR1:n 
aktiivisuus 
verrattuna 
DMSO-
kontrolliin 
(%) 
Tukiranka 1 
 
1a -H -H -OH 56,1 
 1b -H -H -OCH2CH3 6,7 
Tukiranka 2 
 
2ah -(CH2)3COOH 
 
4-Br 145,5 
 2ax -(CH2)5COOH 
 
4-Cl 24,3 
 Tukiranka 3  
 
3aa 
 
-Br -H 
188,0 
 
3ac 
  
-H 
31,8 
 
6.3 Vesikkelien toiminnan mittaaminen ATPaasi-kokeella  
 
Kuvassa 17 esitetään kahden vesikkelierän ATPaasiaktiviisuudet 2 µM NMQ:n 
pitoisuudella mitattaessa ja molempien erien minimi- ja maksimiaktiivisuudet. 
Vanhemmalla erällä kaikki aktiivisuudet olivat hieman korkeampia kuin uudemmalla 
erällä, ja molempien erien NMQ:n aiheuttama aktiivisuus oli vain hieman korkeampi kuin 
minimiaktiivisuus.  
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Kuva 17. Kahden eri aikaan valmistetun MDR1-sf9-vesikkelierän ATPaasiaktiviisuus 2 
µM NMQ:lla mitattaessa.  
 
Neljällä pitoisuudella mitattaessa 50 µM NMQ:n pitoisuus aiheutti suurimman 
ATPaasiaktiivisuuden, mutta 20 µM pitoisuuden jälkeen aktiivisuus ei kasvanut enää 
merkitsevästi (kuva 18).  
Kuva 18. MDR1-sf9-vesikkeleiden prosentuaalinen ATPaasiaktiivisuus 
maksimiaktiivisuuteen verrattaessa 2 µM, 7 µM, 20 µM ja 50 µM NMQ:n pitoisuuksilla 
mitattaessa. Minimiaktiivisuus oli 56,3 nmol Pi/mg /min, ja maksimiaktiivisuus 114,6 
nmol Pi/mg /min. 
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Kuvassa 19 esitetään neljän eri vesikkelin NMQ:n aiheuttamat ATPaasiaktiivisuudet ja 
jokaisen vesikkelityypin minimi- ja maksimiaktiivisuudet. Kuvasta nähdään että mock-
vesikkeleillä ei odotettavasti tapahdu aktivaatiota, mutta kolesteroli nostaa niissä hieman 
kaikkia arvoja. MDR1- vesikkeleissä NMQ aiheuttaa melko suuren ATPaasiaktivaation. 
Kolesterolia sisältävissä MDR1-vesikkeleissä NMQ:n aiheuttama aktiivisuus on lähellä 
maksimiaktiivisuutta.  
 
Kuva 19. Neljän vesikkelin NMQ:n stimuloimat ATPaasiaktiivisuudet, sekä minimi- ja 
maksimi-ATPaasiaktiivisuudet. 
 
 
7 Pohdinta 
 
7.1 Optimoinnin tarkastelu 
 
MDR1:n inhibition tutkimisen menetelmän optimointi oli onnistunut. Valmistettujen 
vesikkeleiden substraatin kuljetuksen määrissä oli jonkin verran eroja erien välillä. ATP:n 
kanssa inkuboiduilla vesikkeleillä NMQ:n kuljetus oli 7-14 kertaa suurempi verrattuna 
vesikkeleihin jotka oli ATP.n sijaan inkuboitu testiliuoksella. Näin suuri ATP:n 
aiheuttama ero on riittävä, jotta inhibition eri asteet tulevat selvästi esiin. Mikäli ATP:n 
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aiheuttama kuljetus olisi vain hieman suurempi kuin ilman ATP:ta oleva kuljetus, 
pienikin MDR1:n inhibitio saisi tämän eron häviämään. Myös Heredi-Szabo (2013) 
työryhmineen optimoi MDR1:n inhibition tutkimismenetelmän. Heidän kolesterolia 
sisältävät sf9-MDR1-vesikkelit tuottivat myös noin 14- kertaisen eron verrattaessa ATP:n 
kanssa inkuboitujen vesikkeleiden kuljetusta ilman ATP:a inkuboitujen vesikkeleiden 
kuljetukseen.  
 
Testattaessa inkubaatioajan suhdetta aktiivisen kuljetuksen määrään, kuljetuksen määrä 
oli lineaarista kolmeen minuuttiin asti ja siitä eteenpäin aktiivisen kuljetuksen kasvu 
hidastui vain vähän. Oletettavasti kuljetuksen määrän kasvu olisi vähentynyt 
huomattavasti, mikäli olisi tutkittu pitempiä inkubaatioaikoja. Heredi-Szabo 
työryhmineen (2013) päätyi samankaltaiseen tulokseen jossa nisäkässoluista 
valmistetuilla vesikkeleillä tehdyssä koeasetelmassa aktiivisen kuljetuksen kasvu oli 
lineaarista ensimmäisillä minuuteilla, jonka jälkeen aktiivinen kuljetus ei enää kasvanut 
yhtä nopeasti. Reaktioajaksi valittu 3 minuuttia on siis perusteltua myös tämän toisen 
tutkimuksen perusteella. 
 
Kuljetuskinetiikkaa tutkiessa Michaelis-Mentenin kinetiikkaa noudattavasta käyrästä 
(kuva 11) laskettiin Km-arvoksi 8,96 µM, joka on yli kaksi kertaa suurempi kuin toisen 
julkaisun (Heredi-Szabo ym. 2013) Km-arvo, joka oli laskennallisesti 3,65 µM. Solvo 
(2017c) puolestaan ilmoittaa Km-arvoksi 12,5 µM, mikä on jo yli kolme kertaa suurempi 
kuin tässä tutkielmassa määritetty Km-arvo. Heredi-Szabon ja Solvon ilmoittamien 
poikkeavien tulosten tutkimuksissa oli käytetty nisäkässoluista valmistettuja vesikkeleitä, 
mikä saattaa selittää tulosten välisiä eroja. Samankaltaiseen tulokseen Km-arvon suhteen 
päätyi myös Hooiveld tutkimusryhmineen (2002): heidän Sf-MDR1-vesikkelit antoivat 
Km-arvoksi 14,7 µM. Suhteelliset erot eri tutkimusten Km-arvoissa eivät ole valtavan 
suuria. Km-arvon selvittämisen ideana oli varmistaa, että käytetty NMQ:n pitoisuus (2 
µM) on pienempi kuin Km-arvo, jolloin reaktionopeus on lineaarisella alueella. Tässä 
tutkimuksessa suurilla NMQ:n pitoisuuksilla hajonnat kasvoivat melko paljon, mutta 
kolmen suurimman NMQ:n pitoisuuden kuljetuksen määrillä ei ollut paljoa eroa. Vaikka 
100 µM NMQ:n pitoisuuden kuljetuksen todellinen määrä olisikin jossain hajonnan ylä- 
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tai alapäässä, ei sillä olisi suurta merkitystä alempien pitoisuuksien kuljetuksen 
lineaarisuuteen. 
 
Tunnettujen inhibiittoreiden, verapamiilin ja siklosporiinin, IC50-käyrät poikkesivat 
toisistaan hieman. Verapamiililla oli laaja pitoisuusalue jossa sen inhibitiokyky kasvoi 
melko lineaarisesti pitoisuudesta riippuvasti eikä inhibitiokyvyn kasvu ollut kovin nopea. 
Siklosporiinilla taas inhibitiokyvyn kasvu huippuunsa oli hieman nopeampaa. 
Verapamiilin IC50-arvoksi laskettiin 2,40 µM ja siklosporiinin 0,0940 µM. Molempien 
inhibiittoreiden IC50-arvot oli selvitetty myös Solvon (2017c) ja Heredi-Szabon (2013) 
tutkimuksissa. Heredi-Szabon tutkimuksessa IC50-arvo oli verapamiilille 2,44 µM ja 
0,147 µM siklosporiinille. Solvo ilmoitti verapamiilin IC50-arvoksi 2,28 µM ja 
siklosporiinin IC50-arvoksi 0,110 µM. Lääkeaineiden kesken IC50-arvot olivat lähes 
identtisiä keskenään. Solvo ilmoitti numeeristen arvojen lisäksi IC50-käyrät, jotka olivat 
hyvin samanmuotoiset tämän tutkielman käyrien kanssa. Taas on muistettava, että sekä 
Heredi-Szabon että Solvon tutkimuksissa tehdyt kokeet oli suoritettu nisäkässoluista 
valmistetuilla vesikkeleillä. 
 
7.2 Lisäaineiden inhibitiokyvyn tarkastelu 
 
Tulosten valossa voidaan sanoa, että MDR1 ei ole kovin herkkä lisäaineiden 
aiheuttamalle inhibitiolle. Kuitenkin suolistossa on muitakin transporttereita joita 
lisäaineet saattavat inhiboida. Aiemmin tehdyssä tutkimuksessa tutkittiin kyseisten 
lisäaineiden kykyä inhiboida BCRP:a ja MRP2:a (Sjöstedt ym. 2017). Iso osa väriaineista 
inhiboi BCRP:tä ja/tai MRP2:ta ja muista lisäaineista vain makeutusaineena käytetty 
neohesperidiini inhiboi BCRP:tä.  
 
Tässä tutkielmassa lisäaineista vain kurkumiini inhiboi voimakkaasti MDR1-proteiinia, 
mutta sen on havaittu estävän myös useiden muiden transporttereiden ja ionikanavien 
toimintaa (Zhang ym. 2014). Kurkumiini on maustekurkuman juurakossa esiintyvä aine 
jota käytetään ruokateollisuudessa väriaineena ja mausteena, mutta myös 
luontaistuotteena sen anti-inflammatorisen ja antioksidanttisen vaikutuksen takia 
(Maheshwari ym. 2006). Kurkumiinin kyky inhiboida epäspesifisesti useita 
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transporttereita ja ionikanavia on hieman epätavallinen, eikä inhibition tarkkoja 
mekanismeja vielä tunneta täysin. Joidenkin tutkimusten mukaan kurkumiinin 
inhibitorinen vaikutus välittyy solukalvon kautta (Barry ym. 2009; Ingolfsson ym. 2007), 
kun taas toisten tutkimusten mukaan kurkumiinilla on spesifiset mekanismit eri 
transporttereille ja ionikanaville (Bernard ym. 2009; Choi ym. 2013). Mekanismista 
riippumatta kurkumiini estää MDR1:n toimintaa, ja sillä saattaa olla merkitystä tavallisen 
lääkehoidon kannalta, mikäli sitä päätyy suolistoon riittävissä määrin inhibition kannalta. 
Euroopan elintarviketurvallisuusvirasto EFSA arvioi ettei kurkumiinille voi asettaa rajaa 
turvalliselle päivittäiselle saannille (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources 
added to Food (ANS) 2010). Kerralla saatavaa määrää kurkumiinia voi olla hankala 
määrittää, mutta juotavissa elintarvikkeissa saa EFSA:n mukaan olla maksimissaan 100–
200 mg/l kurkumiinia. Juomia saatetaan nauttia huomattavasti suurempia määriä kuin 
ruokaa, jolloin kerralla saatava kurkumiinin määrä juotaessa on todennäköisesti suurempi 
verrattuna ruuasta saatavaan kurkumiiniin. Toisin sanoen mikäli henkilö juo kerralla 
esimerkiksi puolen litran puollon juomaa jossa on 100 mg/l kurkumiinia, hän saa kerralla 
50 mg kurkumiinia. Suomessa kurkumaa käytetään myös lisäravinteena jopa 500 mg 
kerta-annoksina. Tämä määrä on siis 10-kertainen verrattuna teoreettiseen puolen litran 
juomasta saatavaan maksimiannokseen. Hiirillä on tehty jonkin verran tutkimusta 
kurkumiinin vaikutuksesta suolistotuumorin kasvun hidastumiseen (Lu ym. 2013). 
Kurkumiinin annoksella 50 mg/kg saavutettiin tilastollisesti merkitsevä tuumorin kasvun 
hidastuminen. Kun kurkumiinia annosteltiin yhdessä vinkristiinin (MDR1:n substraatti) 
kanssa, saavutettiin vielä suurempi kasvun hidastuminen. Tästä voidaan päätellä, että 
vinkristiinin teho kasvoi MDR1:n inhibition ansiosta. Kuitenkin pelkällä kurkumiinilla 
näytti olevan myös tuumorin kasvua estävä vaikutus. Hiirillä 50 mg/kg 
kurkumiiniannoksella saatetaan siis saavuttaa jonkinlaista MDR1:n inhibitiota. 
 
7.3 Synteettisten aineiden inhibitiokyvyn ja rakenneaktiivisuuden 
tarkastelu 
 
Synteettisten aineiden MDR1:n inhibitiokykyä tutkiessa on mahdollista selvittää 
yksittäisten rakenteiden vaikutuksia MDR1:n inhibitioon. Aineet ovat rakenteellisesti 
melko samanlaisia keskenään, jolloin voidaan tutkia pienien erojen vaikutusta niiden 
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kykyyn inhiboida MDR1:n toimintaan. Synteettisistä aineista vain hieman alle puolet 
toimivat MDR1:n inhibiittoreina, kun taas Wisselin (2017) ja hänen työryhmänsä 
tekemässä tutkimuksessa suurin osa aineista toimi MRP2:n inhibiittorina. Tämän 
tutkimuksen tuloksia ja Wisselin tutkimuksen tuloksia vertaillessa voidaan huomata, että 
mikäli yhdiste inhiboi MDR1:tä, se inhiboi myös MRP2:ta. Poikkeuksena olivat yhdisteet 
2ab ja 4x, jotka inhiboivat voimakkaasti MDR1:tä, mutta heikosti tai ei ollenkaan 
MRP2:ta. Yhdisteistä vain 5 oli täysin inaktiivisia sekä MRP2:n että MDR1:n suhteen. 
Tukirangan 4 omaavia yhdisteitä oli vain 3 kpl ja ne kaikki olivat voimakkaita 
inhibiittoreita. Mikäli tämä ryhmä luetaan pois, eniten MDR1:n inhibiittoreita löytyi 
tukirangan 1 omaavasta ryhmästä.  
 
Ryhmä 4 oli mielenkiintoinen, sillä kaikilla kolmella yhdisteellä oli hyvin pitkä rakenne. 
Aiemmin kirjallisuuskatsuksessa käsitellyssä tutkimuksessa todettiin, että usein 
inhibiittoreilla on ainakin 18 atomin pituinen tukiranka ja ainakin yksi tertiäärinen amiini  
(Wang ym. 2003). Ryhmässä 4 kaikilla kolmella yhdisteillä nämä kaksi kriteeriä 
täyttyivät, ja kaikki yhdisteet olivat voimakkaita inhibiittoreita. Kaikkien yhdisteiden 
joukossa oli muutama muukin yhdiste, jolla oli hyvin pitkä ranka ja tertiäärinen amiini. 
Wangin huomiot ovat suhteellisen päteviä ainakin verrattaessa tähän tutkimukseen. 
Synteettisten aineiden seulonta vahvistaa käsitystä siitä, että MDR1 ei inhiboidu aivan 
yhtä herkästi verrattuna muihin transporttereihin. 
 
7.4 N-metyyli-kinidiinin soveltuvuus koetinsubstraatiksi 
 
Kun MDR1-vesikkeleillä tehdään kulkeutumiskokeita, koetinsubstraatiksi kannattaa 
valita yhdiste, jonka passiivinen permeaatio on pieni (Heredi-Szabo ym. 2013; 
International Transporter Consortium ym. 2010). Hooiveld (2002) tutkimusryhmineen 
osoitti, että matalan passiivisen permeaation omaava NMQ toimii MDR1:n substraattina 
hyönteissoluista eristetyissä vesikkeleissä. Tutkimuksessa NMQ:n kuljetusta verrattiin 
tunnettuun hydrofobiseen MDR1:n substraattiin, vinkristiiniin ja todettiin niiden 
kuljetuksien olevan lähellä toisiaan, vaikka NMQ ei jakaudu solukalvoon läheskään yhtä 
paljon kuin vinkristiini. Suhteellisen uutena koetinsubstraattina NMQ:n soveltuvuutta 
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koetinsubstraatiksi on hyvä testata laboratorioissa muutamilla eri metodeilla. MDR1:n 
inhibitiokokeiden lisäksi suoritimme ATPaasi-kokeita juuri tämän takia. 
 
ATPaasi-kokeen tulokset olivat odotettuja. Kahden eri erän ATPaasiaktiivisuudet olivat 
hieman erilaisia, kuitenkin aktiivisuuksien suhteet olivat toisiinsa verrattavissa. 
Kolesterolin lisäys vesikkeleihin kasvatti selkeästi vesikkeleiden ATPaasiaktiivisuutta. 
Vesikkelit ilman transportteria eivät luonnollisesti osoittaneet mitään eroa minimi- ja 
maksimiaktiivisuuden välillä, mutta kolesterolia sisältävien mock-vesikkeleiden 
suhteellinen aktiivisuuden määrä oli hieman suurempi verrattuna ilman kolesterolia 
oleviin mock-vesikkeleihin. Kolesterolia sisältävät ja sisältämättömillä MDR1-
vesikkeleillä taas oli hieman eroa toisiinsa nähden. Ilman kolesterolia 20 µM NMQ:n 
aikaansaama ATPaasiaktiivisuus oli minimiaktiivisuuden ja maksimiaktiivisuuden 
puolessavälissä, kun taas kolesterolia sisältävillä MDR1-vesikkeleillä NMQ-aktiivisuus 
ja maksimiaktiivisuus olivat hyvin lähellä toisiaan minimiaktiivisuuden jäädessä 
alhaiseksi. Kuten vesikkeleillä ilman transporttereita, kolesterolia sisältävien MDR1-
vesikkeleiden aktiivisuudet olivat suuremmat kuin vesikkeleiden aktiivisuudet ilman 
kolesterolia. Eri ATPaasi-koeasetelmien tulokset olivat keskenään melko samanlaisia. 
Minimi- ja maksimiaktiivisuudet olivat koeasetelmissa melkein samanlaisia, mutta 
kolesterolin vaikutuksen mittaamisessa aktiivisuudet olivat hieman poikkeavia. Eri 
vesikkelityyppien koeasetelmassa 20 µM NMQ:n aktiivisuus oli hämmästyttävän lähellä 
maksimiaktiivisuutta, kun taas erilaisia NMQ:n pitoisuuksia testaavassa koeasetelmassa 
20 µM NMQ:n aktiivisuus oli minimi- ja maksiviaktiivisuuden puolessavälissä. 
Vesikkelierien väliset erot eivät riitä selittämään tätä eroa, sillä näissä kahdessa 
koeasetelmassa käytettiin saman erän vesikkeleitä. 2 µM NMQ:n aktiivisuudet olivat 
keskenään samanlaisia kuvissa 17 ja 18. Solvo (2007) ilmoittaa tyypillisiksi minimi- ja 
maksimiaktiivisuuksiksi 8-16 nmol Pi/mg membraaniproteiinia/min ja 35-60 nmol Pi/mg 
membraaniproteiinia/min. Tässä tutkimuksessa minimi- ja maksimiaktiivisuudet olivat 
suurinpiirtein 46–60 nmol Pi/mg membraaniproteiinia/min ja 100-130 nmol Pi/mg 
membraaniproteiinia/min. Nämä arvot ovat hieman yli tuplasti korkeammat mitä Solvo 
ilmoittaa tyypillisiksi arvoiksi. Tällä ei kuitenkaan ole tulosten luotettavuuden kannlta 
suurta merkitystä. 
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Tuloksista voidaan päätellä, että kolesterolin lisäys vesikkeleihin kasvattaa kaiken 
ATPaasiaktiivisuuden määrää. Koetinsubstraattina NMQ on toimiva. Kolesterolia 
sisältävillä vesikkeleillä saadaan riittävän suuri ero minimi- ja maksimiaktiivisuuden 
välille, jotta erilaisia aktivaation asteita voidaan havaita. Inhibition tutkimiseen 
vesikkelipohjainen sisäänottokoe on kuitenkin parempi ja tarkoituksenmukaisempi. 
 
7.5 Luotettavuuden tarkastelu 
 
Käytetty inhibition tutkimismetodi oli toteutukseltaan suhteellisen helppo, tosin siinä oli 
muutamia tekijöitä jotka laskivat tulosten luotettavuutta ja lisäsivät todennäköisesti 
hajontaa. NMQ:n mittaamisessa ei onnistuttu saamaan luotettavaa standardisuoraa eikä 
kulkeutunutta määrää pystytty kvantitoimaan, joten tuloksissa käytettiin 
kromatogrammin pinta-alaa. Näytteiden signaalit tulisi olla standardisuorassa käytettyjen 
signaalien välillä jotta voidaan varmistaa pitoisuuden kasvavan lineaarisesti signaalien 
kasvaessa. Teoreettinen epävarmuus liittyy pipetoimiseen. Alle 5 µl tilavuudet ovat niin 
pieniä, että niiden pipetoimisen suhteellinen hajonta saattaa olla melko suurta. Tutkittavia 
aineita pipetoitiin menetelmässä 0,75 µl, mikä olisi voinut aiheuttaa jonkin verran 
hajontaa. Tulosten hajonnat eivät olleet kovin suuria, ainoastaan näytteet joissa oli suuria 
määriä mitattavaa NMQ:ä olivat alttiita suuremmille hajonnoille, eli pipetoiminen ei 
vähentänyt tulosten luotettavuutta.  
 
Kun eri laboratorioissa tehtävien soluja tai vesikkeleitä sisältävien kokeiden tuloksia 
verrataan toisiinsa, voivat erot tulosten välillä olla huomattavia. Benz työryhmineen 
(2013) tutki eri tutkimustavoilla tehtävien kuljetuskokeiden laboratorioiden välisiä eroja. 
Jo pelkästään MDR1-vesikkeleiden ATP-riippuvaisen NMQ:n kuljetuksen määrissä oli 
jopa 100- kertainen ero eri laboratorioiden välillä. ATP:n kanssa ja ilman ATP:a 
inkuboitujen kuljetuksien suhde vaihteli 6-23 välillä. Tämä saattaa johtua solujen 
erilaisista kasvatustavoista, erilaisista vesikkelien valmistustavoista, tai niiden 
käsittelystä valmistuksen jälkeen. Tulosten vaihtelevuuden takia on hyvin tärkeää toistaa 
tutkimuksia eri laboratorioissa jotta saaduista tuloksista tehtävät johtopäätökset olisivat 
mahdollisimman lähellä totuutta. 
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Tässä pro-gradu tutkielmassa tehdyt tutkimukset olivat kaikki in vitro-tutkimuksia. 
Tehdessä mitä tahansa tutkimusta on otettava huomioon tulosten laajempi merkitys. 
Yleensä in vitro-tulokset eivät ole verrannollisia in vivo-tilanteeseen, vaan ne ovat 
enemmänkin suuntaa-antavia. Koska in vivo-kokeet ovat keskimäärin kalliita ja aikaa 
vieviä, in vitro kokeet suoritetaan usein ensin. Esimerkiksi transporttereiden 
inhibiittoreita etsiessä in vitro-kokeilla saadaan karsittua pois yhdisteitä, jotka eivät ole 
inhibiittoreita edes in vitro-tilanteessa. Löydettyjä inhibiittoreita päästään tällöin 
jatkokehittämään. Tämän tutkimuksen koeasetelmissa tulokset saattavat ennemmin 
yliarvioida tuloksia kuin aliarvioida. Tutkittavat yhdisteet saatetaan yhteen transportterin 
kanssa, vaikka fysiologisessa tilanteessa niiden pitäisi ensin imeytyä solun sisälle 
toimiakseen samalla tavalla kuin tämän tutkielman koeasetelmissa. In vitro-inhibiittorit 
eivät välttämättä ole inhibiittoreita in vivo, joten niillä tulee lisäksi suorittaa lisää kokeita 
jotka mallintavat hieman paremmin fysiologista tilannetta, esimerkiksi caco-2 soluilla 
tehtäviä solukokeita ja sen jälkeen hiirillä tehtävillä kokeilla. Hyvillä in vitro- kokeilla 
saadaan kuitenkin vähennettyä eläimillä tehtyjä kokeita, mikä on eettisestä näkökulmasta 
hyvä asia. Tässä tutkimuksessa esitetyllä inhibition tutkimismetodilla voidaan seuloa 
laajoja yhdistekirjastoja MDR1-inhibiittoreiden varalta ja poissulkea yhdisteitä jotka 
eivät inhiboi MDR1:tä in vitro, jolloin ne eivät sitä oletettavasti tee myöskään in vivo- 
tilanteessa. Tällöin saadaan lisää tietoa yhdisteistä jotka voisivat aiheuttaa interaktioita 
lääkkeiden kanssa MDR1:n inhibition kautta. Jatkossa metodilla voisi tutkia esimerkiksi 
erilaisten yhdisteiden, jotka saattaisivat päätyä ihmiseen suun kautta, kykyä inhiboida 
MDR1:tä ja aiheuttaa siten interaktioita lääkkeiden kanssa. Inhibition tutkimismetodilla 
voidaan saavuttaa parempaa ymmärrystä MDR1:n ja erilaisten yhdisteiden välisistä 
vuorovaikutuksista sekä helpottaa mahdollisia in vivo-tutkimuksia.  
 
 
8 Johtopäätökset 
 
Tämän Pro gradun tavoitteet olivat MDR1:n inihibitiomenetelmän optimoiminen, 
ainekirjastojen seulonta optimoidulla menetelmällä, sekä vesikkeleiden ja NMQ:n 
tutkiminen ATPaasi-koeasetelmassa. Optimoitu MDR1:n inhibition tutkimismenetelmä 
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on toimiva, ja sitä voidaan käyttää erilaisten yhdistekirjastojen seulomiseen ja 
inhibiittoreiden etsimiseen. Tutkituista lisäaineista ainoastaan kurkumiini inhiboi MDR1-
proteiinia 50 µM pitoisuudella. Muut 26 lisäainetta vaikuttivat olevan turvallisia 
lääkeinteraktioiden näkökulmasta. Seulottujen 42:n synteettisen aineen MDR1:n 
inhibitiokyky vaihteli huomattavasti: jotkin aineet olivat MDR1:n voimakkaita 
inhibiittoreita, kun taas muutama aine näytti hieman aktivoivan ATP-riippuvaista 
kuljetusta. Synteettisten aineiden rakenteiden vaikutuksia niiden inhibitiokykyyn saatiin 
hieman analysoitua, mutta mitään tarkkoja johtopäätöksiä ei ollut tarkoitus tehdä. 
Koetinsubstraatti NMQ:n soveltuvuus ja valmistettujen sf9-MDR1-vesikkeleiden 
toimivuus varmistettiin ATPaasi-kokeella, joka onnistui hyvin. NMQ:ta voidaan käyttää 
vesikkeleillä tehtävässä kulkeutumiskokeessa sekä ATPaasi-kokeessa.  
Optimoitua vesikkeleillä tehtävää MDR1:n inhibition tutkimismenetelmää voidaan 
jatkossa käyttää inhibiittoreiden etsimiseen erilaisista yhdistekirjastoista. Samoin NMQ:ä 
voidaan tulosten perusteella käyttää MDR1:n koetinsubstraattina. Lyhyesti sanottuna 
tälle Pro gradulle asetetut tavoitteet täyttyivät hyvin. 
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Liite 1 Valikoitujen lisäaineiden inhibitiokyky 200 mikromolaarin 
pitoisuuksilla 
 
 
Kuva 1. Valikoitujen lisäaineiden MDR1-inhibitiokyky 200 µM pitoisuuksilla. 
Voimakkaan inhibition kontrollina toimii verapamiili 100 µM pitoisuudella. 
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Liite 2 Synteettisten aineiden kemialliset rakenteet ja niiden 
MDR1-inhibitiokyky 
 
Taulukko 1. Tukirangan 1 omaavien yhdisteiden kemialliset rakenteet, ATP-riippuvaisen 
kuljetuksen prosentuaaliset osuudet DMSO-kontrollista, sekä niiden keskihajonnat. 
Muuttumaton tukiranka on merkitty mustalla ja muuttuvat sivuketjut punaisella. 
Yhdisteen 
tunnus 
Yhdisteen rakenne 
Suhteellinen kuljetus 
(%) 
Keskihajonta 
1a 
 
56,1 6,94 
1b 
 
6,7 2,75 
1d 
 
19,2 3,00 
1e 
 
62,4 9,40 
1f 
 
8,8 2,64 
1g 
 
10,4 2,09 
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1i 
 
10,0 3,19 
1j 
 
63,4 8,04 
1k 
 
51,9 9,22 
1l 
 
91,6 13,91 
1aa 
 
86,2 13,24 
1ac 
 
133,1 19,60 
1ad 
 
32,4 3,39 
1q 
 
72,3 4,49 
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Taulukko 2. Tukirangan 2 omaavien yhdisteiden kemialliset rakenteet, ATP-riippuvaisen 
kuljetuksen prosentuaaliset osuudet DMSO-kontrollista, sekä niiden keskihajonnat. 
Muuttumaton tukiranka on merkitty mustalla ja muuttuvat sivuketjut punaisella. 
Yhdisteen 
tunnus 
Yhdisteen rakenne Suhteellinen 
kuljetus (%) 
Keskihaj
onta 
2ab 
 
13,1 2,5 
2ac 
 
81,1 6,6 
2ad 
 
85,3 5,7 
2ae 
 
57,7 5,9 
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2af 
 
111,7 7,4 
2ah 
 
145,5 9,3 
2al 
 
65,9 4,8 
2an 
 
78,9 13,6 
58 
 
 
2ao 
 
134,6 14,4 
2au 
 
37,7 2,2 
2av 
 
29,7 3,3 
2aw 
 
4,1 1,5 
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2ax 
 
24,3 4,0 
2az 
 
33,3 5,5 
2bb 
 
15,2 1,4 
2i 
 
102,2 13,7 
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2o 
 
72,2 12,6 
2p 
 
89,8 10,4 
 
 
 
Taulukko 3. Tukirangan 3 omaavien yhdisteiden kemialliset rakenteet, ATP-riippuvaisen 
kuljetuksen prosentuaaliset osuudet DMSO-kontrollista, sekä niiden keskihajonnat. 
Muuttumaton tukiranka on merkitty mustalla ja muuttuvat sivuketjut punaisella. 
Yhdisteen 
tunnus 
Yhdisteen rakenne 
Suhteellinen 
kuljetus (%) 
Keskihajonta 
3aa 
 
187,94 25,08 
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3ab 
 
104,08 10,75 
3ac 
 
31,76 
 
2,69 
3ad 
 
22,87 
 
3,97 
3c 
 
197,99 
 
21,07 
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3j 
 
101,13 
 
25,40 
 
Taulukko 4. Tukirangan 4 omaavien yhdisteiden kemialliset rakenteet, ATP-riippuvaisen 
kuljetuksen prosentuaaliset osuudet DMSO-kontrollista ja niiden keskihajonnat. 
Muuttumaton tukiranka on merkitty mustalla ja muuttuvat sivuketjut punaisella. 
Yhdisteen 
tunnus 
Yhdisteen rakenne 
Suhteellinen 
kuljetus (%) 
Keskihajonta 
4ao 
 
6,51 5,34 
4at 
 
4,69 1,03 
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4ax 
 
6,25 1,17 
 
